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Figura	  36	   Imágenes	   obtenidas	   en	   un	   caso	   de	   penfigoide	   ampolloso	   cuyo	   estudio	   de	   piel	  
separada	   en	   ClNa	   1M	   marcaba	   en	   el	   suelo.	   Al	   contrario	   que	   en	   los	   penfigoides	  
ampollosos	  típicos,	  se	  observa	  una	  separación	  de	  la	  β4-­‐integrina	  y	  una	  colocalización	  
con	  el	  colágeno	  IV.	  
Figura	  37	   Verde:	   tinción	   para	   IgG.	   Rojo:	   tinción	   para	   laminina.	   Derecha:	   suma	   de	   ambas	  
imágenes.	  	  
Figura	  38	   Imagen	  del	  caso	  177	  de	  dermatosis	  ampollosa	  IgA	  lineal	  con	  un	  patrón	  de	  depósito	  
profundo	  
Figura	  39	   Análisis	   gráfico	   mediante	   el	   software	   del	   microscopio	   confocal.	   En	   el	   penfigoide	  
ampolloso	  se	  ve	  una	  coincidencia	  del	  pico	  de	  los	  depósitos	  de	  β4-­‐integrina	  y	  C3.	  En	  
cambio,	  se	  ven	  dos	  picos	  separados	  que	  corresponden	  a	  los	  depósitos	  de	  colágeno	  IV	  
y	  C3	  
Figura	  40	   Gráficos	  de	  puntos	  elaborados	  por	  el	  software	  del	  microscopio	  confocal.	  En	  el	  caso	  
superior,	  colágeno	  IV	  no	  colocaliza	  con	  C3,	  por	  lo	  que	  hay	  una	  ausencia	  de	  puntos	  en	  
la	  esquina	   superior	  derecha	  del	   gráfico	  de	  puntos.	   En	  el	   caso	   inferior,	  β4-­‐integrina	  
colocaliza	  con	  C3,	  por	  lo	  que	  la	  distribución	  de	  los	  puntos	  sigue	  una	  recta	  y	  hay	  una	  
densidad	  alta	  de	  puntos	  en	  la	  esquina	  superior	  derecha	  
Figura	  41	   Procesamiento	   de	   imagen	   denominado	   Masked	   Overlay	   por	   el	   cual	   el	   software	  
marca	   con	   un	   color	   diferente	   todas	   las	   áreas	   de	   colocalización.	   En	   estos	   casos,	   en	  
lugar	  de	  observarse	  una	  banda	  amarilla	  de	  colocalización	  de	  β4-­‐integrina	  con	  IgG	  se	  
ha	  elaborado	  una	  imagen	  con	  una	  banda	  brillante	  blanco-­‐azulada	  
Figura	  42	   Imágenes	  de	  gran	  definición	  de	  la	  membrana	  basal	  obtenidas	  mediante	  CLSM	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RESUMEN EN ESPAÑOL 
Introducción 
Las enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes 
constituyen un complejo grupo de trastornos cutáneos en cuya 
patogenia se rompe la unión dermoepidérmica. Su alta morbilidad 
se debe a la afectación de grandes áreas cutáneas por ampollas, 
erosiones o cicatrices y a la posible afectación de las mucosas oral, 
conjuntival, laríngea, esofágica y genitourinaria. Además, se ha 
demostrado su asociación con enfermedades neurológicas 
degenerativas y  neoplasias.  
Existe un gran solapamiento clínico e histológico entre múltiples 
enfermedades, ya que varios antígenos de la membrana basal 
pueden estar implicados.  En las dos últimas décadas se han 
producido grandes avances para intentar descubrir todos los 
antígenos implicados y la posible correlación clínico-inmunológica 
entre manifestaciones clínicas y antígenos diana.  La 
inmunofluorescencia directa e indirecta y técnicas serológicas como 
el ELISA se realizan ya de rutina en  centros de referencia. Sin 
embargo, estas técnicas no siempre llegan al diagnóstico de 
certeza. El desarrollo de nuevas técnicas inmunológicas más 
sensibles, específicas y reproducibles contribuirá a que los 
diagnósticos sean más exactos y por tanto el manejo terapéutico y 
pronóstico de los enfermos sea mejor. La microscopía confocal es 
una técnica prometedora en este campo.  
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Objetivos 
-Determinar si la microscopía confocal es útil en el diagnóstico de 
las enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes.  
-Estudiar mediante microscopía confocal una serie de pacientes con 
penfigoide ampolloso 
-Estudiar mediante microscopía confocal una serie de pacientes con 
dermatosis ampollosa IgA lineal 
Material y métodos 
Se trata de un estudio prospectivo en un contexto clínico asistencial  
realizado en un hospital de tercer nivel.  Los sujetos del estudio 
fueron pacientes referidos al Servicio de Dermatología del Hospital 
General Universitario Gregorio Marañón con sospecha clínica de 
enfermedad autoinmune subepidérmica (presencia de ampollas 
tensas y / o lesiones mucosas sugestivas). 
En todos los pacientes se tomaron muestras para histopatología 
convencional, inmunofluorescencia directa convencional e  
inmunofluorescencia directa de piel separada. En el mismo acto 
quirúrgico se tomó una biopsia para estudio mediante microscopía 
confocal. Sobre esta biopsia se realizó  la técnica FOAM 
(fluorescence overlay antigen mapping), que combina la detección 
mediante fluorescencia directa de depósitos de anticuerpos 
patológicos (Ig G o Ig A) o de factores de complemento (C3), con la 
detección de varios componentes de la unión dermoepidérmica para 
su colocalización. Para ello se realizaron cortes de 4 µm de tejido 
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congelado que se incubaron con anticuerpos monoclonales de ratón 
frente a las estructuras de la unión dermoepidérmica (β4-integrina, 
laminina  o colágeno tipo IV). Después de un lavado, las muestras 
se incubaron en una mezcla de anticuerpos secundarios marcados 
con distintos fluorocromos: anticuerpos frente a IgG de ratón 
marcados con Cy3 para la detección de las estructuras de la unión 
dermoepidérmica y anticuerpos frente a IgG, IgA o C3 humanos 
marcados con FITC para la detección directa de posibles depósitos 
patológicos en las muestras de los pacientes. El tejido se visualizó 
en el microscopio confocal espectral Leica TCS SP2 AOBS (Leica 
Microsystems) del Hospital General Universitario Gregorio Marañón. 
Resultados 
Durante un período de 3 años, se recogieron biopsias de 44 
pacientes con sospecha de enfermedad ampollosa subepidérmica 
autoinmune (EASA).  
En 34 pacientes se confirmó que padecían enfermedades 
ampollosas subepidérmicas autoinmunes. Fueron diagnosticados en 
25 casos de penfigoide ampolloso, en 7 casos de dermatosis 
ampollosa IgA lineal, en 1 caso de lupus eritematoso ampolloso y 
en otro caso de epidermólisis ampollosa adquirida.  
Se  realizó un estudio inicial para determinar los patrones de 
microscopía confocal de cada EASA.  
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Se estudiaron  cuatro pacientes con diagnóstico confirmado de 
penfigoide ampolloso, dermatosis ampollosa IgA lineal, 
epidermólisis ampollosa adquirida y lupus eritematoso ampolloso  
Las muestras de todos los pacientes se tiñeron para colágeno IV, 
laminina  y β4-integrina.  
Como conclusión del estudio piloto, se confirmó la hipótesis de que 
la técnica FOAM (fluorescent overlay antigen mapping) realizada 
mediante microscopía confocal era sensible para detectar los 
depósitos autoinmunes en las enfermedades ampollosas 
subepidérmicas autoinmunes. Se encontraros hallazgos específicos 
en cada una de las distintas enfermedades analizadas, por lo que 
esta técnica se suma a las ya existentes para el diagnóstico 
diferencial de la EASA.  
Como continuación del estudio, se procedió a analizar en 
condiciones de práctica clínica habitual las muestras de pacientes de 
penfigoide ampolloso y dermatosis ampollosa IgA lineal.  
De los 25 pacientes con penfigoide ampolloso, se pudo realizar 
microscopía confocal en 22 de ellos. En los 25 pacientes se realizó 
además inmunofluorescencia directa (IFD) para IgG, IgA y C3 y 
estudio de inmunofluorescencia de piel separada mediante ClNa 1M.  
Se consideró positiva la IFD si se encontraba una banda de 
fluorescencia  lineal en la membrana basal. En la técnica de piel 
separada se valoró que la banda de fluorescencia quedase en el 
	   17	  
techo o en el suelo de la hendidura formada tras la incubación con 
ClNa.  
La inmunofluorescencia directa fue positiva para C3 en 23 de 25 
casos (92%). Fue positiva para IgG en  17 de 25 casos (68%). La 
técnica de inmunofluorescencia directa en piel separada solo obtuvo 
resultados diagnósticos en 13 de 25 casos (52%).  
 La microscopía confocal se pudo realizar en 22 de los 25 pacientes 
y consiguió el doble objetivo de detectar los depósitos autoinmunes 
y localizar su nivel en la membrana basal en el 100% de los casos. 
Por tanto, la sensibilidad más alta fue para la microscopía confocal 
comparada con las técnicas de fluorescencia directa sobre piel sin 
tratar o tratada para separar sus capas. 
De los 7 casos de dermatosis ampollosa IgA lineal (DAIL) se pudo 
realizar microscopia confocal en 5 de ellos. En 2 de los casos 
analizados (uno de ellos, el caso piloto), se situaron los depósitos 
en la parte alta de la lámina lúcida. En tres de los casos, los 
depósitos colocalizaron con el colágeno IV de la lámina densa. Esto 
confirmó que la DAIL es una enfermedad inmunológicamente 
heterogénea en la que se han descrito antígenos relacionados con 
proteínas localizadas en niveles más superficiales y más profundos.  
Conclusiones 
1. La microscopía confocal es una técnica útil en el diagnóstico de 
las enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes.  
	   18	  
2. La técnica FOAM es más sensible que la combinación de la 
inmunofluorescencia directa convencional e inmunofluorescencia 
directa en piel separada para el diagnóstico de penfigoide 
ampolloso.  
3. Los hallazgos en la serie de penfigoide ampolloso fueron 
homogéneos y reproducibles.  
4. Los hallazgos en la serie de dermatosis ampollosa IgA lineal 
confirman la heterogeneidad antigénica de esta enfermedad.  
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RESUMEN EN INGLÉS 
Introduction 
Subepidermal autoimmune bullous diseases are a complex group of 
entities featuring rupture of the dermal-epidermal junction. Its high 
morbidity is caused by blisters, erosions and scars all over the skin 
surface. Involvement of mucous membranes (oral, conjunctival, 
laryngeal, esophagic and genital) is possible. Besides, an 
association with neurologic and oncologic disease has been stated.  
There is a great clinical and histological overlap between different 
diseases, because several antigens can be involved. In the last two 
decades, new antigens have been discovered, with clinical-
immunological correlation. Direct immunofluorescence, indirect 
immunofluorescence and serological techniques such as ELISA are 
already performed in referral centers. However, these techniques do 
not always lead to a certain diagnosis. Development of new 
immunological tests, sensitive, specific and reproducible will 
improve diagnostic accuracy, patient management and prognosis. 
Confocal microscopy is a promising technique in this field.  
Objectives 
- To determine if confocal microscopy is useful in the diagnosis of 
subepidermal autoimmune bullous disease.  
- To study a series of patients of bullous pemphigoid with confocal 
microscopy.  
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-Studying a series of patients of linear IgA bullous dermatosis with 
confocal microscopy.  
Methods 
This is a prospective study, performed in a clinical setting, in a 
terciary level hospital. Subjects of the study were referred to the 
Dermatology Clinic with a clinical suspicion of subepidermal 
autoimmune bullous disease (due to the presence of tense blisters 
or typical mucosal lesions).  
All patients were studied by conventional histopathology, 
conventional direct immunofluorescence (DIF) and salt-split direct 
immunofluorescence. At the same time, another biopsy was taken 
for confocal microscopy. This biopsy was used to perform the FOAM 
technique (fluorescent overlay antigen mapping). 4-µm frozen 
tissue sections were incubated with monoclonal antibodies against 
β4-integrin, laminin or type IV collagen. After rinsing, specimens 
were incubated in a new mixture: Cy3-labelled goat anti-rabbit IgG 
and FITC-labelled goat anti-human IgA, IgG or C3. Tissue was then 
visualized in confocal laser spectral microscope Leica TCS SP2 AOBS 
(Leica Microsystems) at Hospital General Universitario Gregorio 
Marañón.  
Results 
For a period of 3 years, 44 biopsies were taken from patients with 
clinical suspicion of subepidermal autoimmune bullous disease. In 
34 patients, this diagnosis was confirmed. Final diagnoses were 
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bullous pemphigoid (BP) in 25 cases, linear IgA bullous dermatosis 
(LIBD) in 7 cases, bullous lupus erythematosus (BLE) in one case 
and epidermolysis bullosa acquisita (EBA) in the last case.  
A pilot study was started to determine the different patterns of 
deposition of each of the four diseases.  Four patients, with a 
confirmed diagnosis of BP, LIBD, BLE and EBA were studied. All 
their specimens were dyed for type IV collagen, laminin and β4-
integrin.  
This pilot study confirmed the initial hypothesis that FOAM 
technique with confocal microscopy was sensitive and specific for 
the diagnosis of subepidermal bullous disease. Specific findings 
were seen in each of the analyzed diseases, so this technique can 
be used in combination with previous for the diagnosis of 
subepidermal bullous disease.  
In the next stage of the study, a series of patients of bullous 
pemphigoid was studied, under clinical conditions. Confocal 
microscopy could be performed in 22/25 bullous pemphigoid 
patients. In 25 patients, conventional DIF and salt-split DIF were 
performed. DIF was considered positive if a linear band of 
fluorescence was found in the dermal-epidermal junction. Salt-split 
DIF was considered positive when there was a NaCl-induced split 
and immune deposition occurred in the roof or in the floor of the 
split.  
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DIF was positive for C3 in 23/25 cases (92%). It was positive for 
IgG in 17/25 cases (68%). Salt-split DIF was only positive in 13/25 
cases (52%). Confocal microscopy could be performed in 22/25 
cases and reached its double goal of detecting and localizing 
autoimmune deposition in 22/22 cases (100%). Thus, sensitivity 
was higher for confocal microscopy.  
In the 7 cases diagnosed as LIBD, confocal microscopy could be 
performed in 5. In 2 of them, deposits were localized in the upper 
aspect of lamina lucida. In 3 of the cases, IgA colocalized with type 
IV collagen in lamina densa. These results confirm that LIBD is a 
heterogeneous disease, in which different antigens, upper and 
deeper, can take part.  
Conclusions 
1. Confocal microscopy is a useful technique in the diagnosis of 
subepidermal autoimmune bullous diseases.  
2. Fluorescent Overlay Antigen Mapping is more sensitive than the 
combination of conventional DIF and salt-split DIF for the diagnosis 
of bullous pemphigoid.  
3. In the bullous disease series, confocal microscopy findings were 
homogeneous and reproducible.  
4. In the LIBD series, microscopic findings confirmed the 
heterogeneous immunological nature of this disease.  
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1.INTRODUCCIÓN 
1.1.LA UNIÓN DERMOEPIDÉRMICA 
La unión dermoepidérmica es una estructura de alta complejidad 
molecular formada por los queratinocitos basales, la membrana 
basal epidérmica y la parte superior de las papilas dérmicas 
(Figura 1). 
 
Figura	  1	  
Imagen	  de	  microscopía	  confocal	  de	  la	  unión	  dermoepidérmica	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La unión dermoepidérmica es una estructura altamente 
especializada que actúa como vehículo de comunicación entre 
epidermis y dermis1. Hoy no se mantiene la visión estática, 
puramente física de la unión dermoepidérmica, sino que se 
considera que realiza las siguientes funciones:  
• Adhesiva: sustrato para la adhesión de los queratinocitos 
basales, anclaje dermoepidérmico, transmisión mecánica 
entre epidermis y fibras elásticas y colágenas dérmicas. 
• Barrera: regulación de la permeabilidad de macromoléculas 
en ambos sentidos.  
• Señalización celular:  transmisión de señales de 
diferenciación, morfogénesis y apoptosis epidérmica, 
permeabilidad de células inflamatorias, molde para la 
reparación tisular. 
Como se ha dicho anteriormente, la unión dermoepidérmica consta 
de la membrana basal y de estructuras diferenciadas de los 
queratinocitos basales y la dermis papilar2 (Figura 2).  
 
Los queratinocitos basales presentan un citoesqueleto con 
filamentos intermedios de queratina 5 y 14 que se conectan con 
unas estructuras basales llamadas hemidesmosomas y una 
membrana plasmática basal especializada.  
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Figura	  2 
Estructuras	  y	  proteínas	  principales	  de	  la	  unión	  dermoepidérmica 
	  
La membrana basal epidérmica se puede subdividir a su vez en 
varias zonas, caracterizadas inicialmente por microscopía 
electrónica por su densidad a los electrones.  En dirección 
epidermis-dermis hay una zona clara llamada lámina lúcida y una 
oscura llamada lámina densa. Hoy se sabe que la lámina lúcida es 
un espacio artefactual creado por deshidratación durante el 
procesamiento convencional de tejidos3, pero en el presente trabajo 
preferimos  mantener este término por su estabilidad en la 
literatura. 
La interfase entre lámina densa y dermis papilar se denomina 
sublámina densa y contiene estructuras denominadas fibrillas de 
anclaje y placas de anclaje junto a proteínas fibrilares dérmicas. 
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Las moléculas conocidas de interés para el estudio de la patología 
autoinmune se localizan en los queratinocitos basales, la membrana 
basal y las fibrillas de anclaje. Describimos a continuación tan sólo 
las principales moléculas  implicadas en patología autoinmune o en 
sus técnicas diagnósticas.   
1.1.1.Queratinocito basal y lámina lúcida 
Se tratan conjuntamente por ocupar los hemidesmosomas ambas 
regiones. Los hemidesmosomas son estructuras con función de 
anclaje y señalización celular que están situados en la membrana 
plasmática basal del queratinocito basal. Las proteínas 
fundamentales del hemidesmosoma son colágeno XVII, plectina, 
BP230 e integrina α6β4. 
Colágeno XVII 
Molécula también conocida como BPAG2 (bullous pemphigoid 
antigen 2) o BP180 (bullous pemphigoid 180 kDa). Es la proteína 
implicada con más frecuencia en la patología autoinmune  de la 
unión dermoepidérmica y la mejor conocida4,5. 
Es una glicoproteína transmembrana (Figura 3). Se ha clasificado 
dentro de la familia de los colágenos como colágeno XVII 
(COL17A1) porque en su extremo C-terminal existen 15 secuencias 
repetidas tipo colágeno (Gly-X-Y). Su extremo N-terminal es 
intracelular y se une a BP230, plectina y a la subunidad β4 de la 
integrina α6β46,7. El extremo C-terminal se extiende a través de la 
lámina lúcida y llega a la lámina densa.  
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El colágeno tipo XVII existe in vivo en dos formas, la completa, de 
180 kDa, y el dominio extracelular de 120 kDa que se separa por 
proteólisis in vivo. Este ectodominio se llama LAD-1. Los dominios 
extracelulares se ensamblan de 3 en 3 formando triples hélices tipo 
colágeno8.  
 
Figura	  3:	  
Estructura	  del	  colágeno	  XVII	  o	  BP180	  
 
Es particularmente importante en la patología cutánea el segmento 
extracelular del colágeno XVII más próximo a la membrana 
plasmática, llamado NC16A (non-collagenous 16), que es el 
decimosexto segmento no colágeno. Se une  a la subunidad α6 de 
la integrina α6β49.  
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Se han demostrado anticuerpos séricos contra el colágeno XVII en 
el penfigoide ampolloso, penfigoide gestacional, penfigoide de 
mucosas, dermatosis IgA lineal y  liquen plano penfigoide.  En 
penfigoide ampolloso, penfigoide gestacional y dermatosis IgA lineal 
puede detectarse inmunidad contra NC16A. En algunos penfigoides 
de mucosas hay reacción contra epítopos más C-terminales. El 
fragmento LAD-1 está implicado en dermatosis IgA lineal y 
penfigoide ampolloso.  
Se ha demostrado patogenicidad de anticuerpos contra colágeno 
XVII en un modelo de ratón10. En la epidermólisis ampollosa 
juntural no Herlitz se encuentra mutado el gen del colágeno XVII 
por lo que la proteína resultante no es funcional. Se ha generado 
otro modelo animal eliminando el dominio NC14A (equivalente al 
NC16A) del colágeno XVII de ratones11,12. Estos ratones 
desarrollaron eroniones, vesículas subepidérmicas, infiltrados 
eosinofílicos y autoanticuerpos contra la membrana basal como en 
el penfigoide ampolloso humano.  
BP230 
Es una proteína de 230 kDa también denominada BPAG1 (bullous 
pemphigoid antigen 1) 1,2. Se trata de una proteína intracelular  del 
queratinocito basal situada en el complejo hemidesmosómico. 
Pertenece a la familia de las plaquinas. Su función es unir los 
filamentos intermedios del citoesqueleto al hemidesmosoma. Su 
extremo C-terminal se asocia a los filamentos intermedios de 
	   30	  
queratina. Su extremo N-terminal se une al colágeno XVII y 
subunidad β4 de la  integrina α6β4, entre otras.  
En penfigoide ampolloso y dermatosis IgA lineal aparecen 
autoanticuerpos contra BP230 pero se duda que sean patogénicos. 
Más bien se cree que su producción se induce secundariamente a la 
reacción inflamatoria en la unión dermoepidérmica.  
Se ha descrito recientemente un subtipo de epidermólisis bullosa 
hereditaria con ausencia de la proteína BP23013. 
Plectina 
La plectina es una proteína globular situada en el lado 
citoplasmático del hemidesmosoma, también de la familia de las 
plaquinas. Se une por su extremo C-terminal a los filamentos 
intermedios de queratina y por su extremo N-terminal a la 
subunidad β4 de la  integrina α6β4, BP230 y actina14.  
Se han descrito algunos casos de reactividad contra plectina en 
patología autoinmune, sobre todo penfigoides ampollosos, pero 
tiene una importancia secundaria15-17.  
La plectina está mutada en un tipo de epidermólisis ampollosa 
simple (epidermólisis ampollosa simple con distrofia muscular) 18. 
Integrina α6β4 
Las integrinas son glicoproteínas transmembrana que median la 
adhesión célula-matriz o célula-célula con capacidad de transducir 
señales reguladoras de expresión génica y ciclo celular. Son 
heterodímeros, lo que significa que consisten de 2 subunidades 
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distintas entre sí1,2. Los queratinocitos basales expresan α2β1 
(membranas laterales y apical), α3β1 (en membranas laterales y en 
membrana plasmática basal pero no asociada al hemidesmosoma, 
se une a laminina 5) y α6β4 (proteína hemidesmosómica).  
La subunidad β4 tiene un extremo C-terminal intracelular y un 
extremo N-terminal extracelular. El dominio C-terminal  se une a 
plectina y colágeno XVII. El dominio extracelular se une a la 
laminina 5. Por tanto media la conexión del hemidesmosoma por un 
lado  con los filamentos intermedios de queratina y por otro lado 
con lámina densa.  
La subunidad α6 se une al dominio NC16A del colágeno XVII.  
Las dos subunidades son antígenos en el penfigoide de mucosas 
oral y ocular. También existe un modelo animal. La mutación de 
cualquiera de las 2 subunidades conduce a la epidermólisis 
ampollosa juntural con atresia pilórica. 
1.1.2.Lámina densa 
La lámina densa se compone principalmente de colágeno IV, 
lamininas y proteoglicanos.  
Colágeno IV 
El colágeno IV es un heterotrímero formado a partir de seis genes 
diferentes, de los cuales en la piel se expresan COL4A1 (subunidad 
α1(IV)), COL4A2 (subunidad α2(IV)), COL4A3 (subunidad α3(IV)), 
COL4A5 (subunidad α5(IV)). En común con otros colágenos tiene un 
largo dominio triple hélice tipo colágeno. Tiene 2 dominios no 
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colágenos globulares  en los extremos C-terminal (NC1) y N-
terminal (NC2) que permiten el ensamblaje con la propiedad de  
crear de redes colágenas planas.  
El dominio NC1 de α3(IV) es la diana en el síndrome renopulmonar 
de Goodpasture. En un paciente con insuficiencia renal y 
enfermedad ampollosa subepidérmica se detectó IgG contra el 
dominio NC1 de α5(IV).  
El colágeno IV es un importante marcador de la lámina densa en los 
métodos diagnósticos. 
Laminina 332 
Las lamininas son una familia de glicoproteínas heterotriméricas que 
cumplen funciones estructurales y de señalización. Cada laminina 
está formada por tres subunidades (α,β,γ). La laminina 332 
(α3,β3,γ2) se encuentra en la interfase entre lámina lúcida y lámina 
densa e interacciona con las  integrinas del hemidesmosoma y la 
membrana plasmática basal del queratinocito.  
La laminina 332 se conoce también como epiligrina o laminina 5 y 
un tipo de penfigoide de mucosas con autoinmunidad contra 
laminina 332 se denominaba penfigoide antiepiligrina19-21. La 
mayoría de los pacientes con penfigoide de mucosas y 
autoinmunidad contra laminina 332 reconocen la subunidad α322. 
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1.1.3.Sublámina densa 
Las fibrillas de anclaje son unas estructuras arciformes observables 
mediante microscopía electrónica, que se componen 
fundamentalmente de colágeno VII23. 
Colágeno VII 
Es otra proteína de la familia del colágeno. Es un homotrímero, 
formado por tres cadenas idénticas de 290 kDa. Tiene un dominio 
globular no colágeno N-terminal (NC1) donde se localizan los 
epítopos inmunodominantes. En el extremo C-terminal se sitúa el 
dominio NC224-26.  
Es el antígeno implicado  en la epidermólisis ampollosa adquirida,  
el  lupus eritematoso sistémico ampolloso y algunos casos de 
dermatosis IgA lineal27-29.  
Su alteración de causa genética se traduce en distintos tipos de 
epidermólisis ampollosa distrófica. 
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1.2.LAS ENFERMEDADES AMPOLLOSAS AUTOINMUNES 
Las enfermedades ampollosas autoinmunes se deben al  ataque 
mediado por autoanticuerpos específicos  contra determinadas 
proteínas cutáneas, de manera que al  destruirse las uniones 
intercelulares o las uniones de los queratinocitos con la matriz 
extracelular  se produce una pérdida de cohesión epidérmica o 
dermoepidérmica que se expresa clínicamente mediante ampollas y 
erosiones30.  
Se distinguen dos grandes grupos dentro de las enfermedades 
ampollosas autoinmunes: las intraepidérmicas, representadas 
principalmente por el pénfigo vulgar y las  subepidérmicas , cuyo 
miembro más importante es el penfigoide ampolloso. El grupo de 
las enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes es el de 
diagnóstico más complejo, ya que múltiples proteínas de la 
membrana basal pueden estar implicadas y existe un gran 
solapamiento clínico e histológico entre múltiples enfermedades.  
Aunque la incidencia global de las enfermedades ampollosas 
autoinmunes es baja, constituyen el grupo de enfermedades 
cutáneas no neoplásicas con mayor morbimortalidad. La morbilidad 
se debe a la impotencia funcional de las áreas cutáneas afectadas 
por erosiones crónicas o cicatrices y a la posible afectación de 
mucosa oral, conjuntival, laríngea, esofágica y genitourinaria con 
las consecuencias clínicas de ceguera, dificultad respiratoria, 
estenosis esofágica y y estenosis urinaria. La mortalidad ocurre 
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sobre todo en relación con infecciones secundarias y desequilibrios 
hidroelectrolíticos.  En el grupo de enfermedades ampollosas 
subepidérmicas (las más frecuentes en nuestro medio), la edad 
media de los pacientes es elevada, lo que aumenta todavia más la 
morbimortalidad de estas enfermedades. 
 
1.3.LAS ENFERMEDADES AMPOLLOSAS SUBEPIDÉRMICAS 
AUTOINMUNES 
El ataque autoinmune contra la unión dermoepidérmica 
desencadena un grupo de enfermedades denominadas 
enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes (EASA)1,2. 
Las EASA tienen un mecanismo patogénico común por el que 
autoanticuerpos contra determinadas moléculas de la unión 
dermoepidérmica inducen  una reacción inflamatoria en el área de 
las estructuras diana y una pérdida de función de moléculas de 
adhesión con la subsiguiente formación de ampollas subepidérmicas 
y lesiones secundarias.  
 En el momento actual existe una investigación muy activa a 
nivel mundial en el campo de las ampollosas subepidérmicas para 
intentar buscar todos los antígenos implicados y la posible 
correlación clínico-inmunológica entre manifestaciones clínicas y 
antígeno diana. El conocimiento  y diagnóstico de las enfermedades 
ampollosas autoinmunes subepidérmicas ha sido revolucionado por 
las técnicas inmunológicas31,32: 
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1.Inmunofluorescencia directa33-35: permite localizar depósitos 
autoinmunes de inmunoglobulinas o complemento en la membrana 
basal e identificar patrones de depósito característicos. Se realiza de 
rutina en el HGUGM. 
2.Inmunofluorescencia indirecta: estudia la fijación de 
anticuerpos contenidos en el suero de enfermos sobre sustratos de 
piel humana o esófago de mono.  
3. Inmunofluorescencia directa  de piel separada: estudia los 
depósitos de autoanticuerpos tras separar la piel en el laboratorio 
por incubación con NaCl 1M.  
4.Inmunoblot Variante de Western Blot donde los anticuerpos 
patológicos reconocen proteínas separadas por electroforesis. No 
disponible de forma rutinaria en ningún hospital de España 
5. ELISA. Disponible en el HGUGM para  desmogleína 1 y 3 
(antígenos implicados en el pénfigo vulgar).  
 
La EASA más frecuente es el penfigoide ampolloso, pero también 
pertenecen al grupo el penfigoide gestacional, penfigoide de 
mucosas,  penfigoide anti-p200, liquen plano penfigoide, 
epidermólisis ampollosa adquirida, dermatosis IgA lineal, lupus 
eritematoso ampolloso y dermatitis herpetiforme (Tabla 1). Dentro 
de las EASA  es característico el solapamiento clínico e 
histopatológico entre distintas entidades. 
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ENFERMEDAD 
 
PRINCIPALES 
ANTÍGENOS IMPLICADOS 
PENFIGOIDE AMPOLLOSO 
 
Colágeno XVII 
BP230 
 
PENFIGOIDE GESTACIONAL 
 
Colágeno XVII 
BP230 
PENFIGOIDE ANTI-P200 
 
Proteína de 200 kDa: laminina-γ1 
LIQUEN PLANO PENFIGOIDE 
 
Colágeno XVII 
PENFIGOIDE DE MUCOSAS 
 
 
Penfigoide anti-laminina 332 
Colágeno XVII 
BP230 
Integrina α6β4 
Laminina 332 
EPIDERMÓLISIS AMPOLLOSA 
ADQUIRIDA 
Colágeno VII 
DERMATITIS HERPETIFORME 
 
Transglutaminasa 
epidérmica 
DERMATOSIS IGA LINEAL 
 
Colágeno XVII 
LAD-1 
BP230 
Colágeno VII 
LUPUS ERITEMATOSO AMPOLLOSO Colágeno VII 
	  
Tabla	  1:	  	  
Listado	   de	   las	   principales	   enfermedades	   ampollosas	   subepidérmicas	   autoinmunes	  
con	  las	  dianas	  antigénicas	  asociadas	  con	  cada	  enfermedad	  
•  
Los estudios inmunológicos, que nacieron para la investigación y de 
hecho han definido nuevos subtipos de EASA, se han ido 
incorporando progresivamente a la clínica y hoy en día resultan 
absolutamente imprescindibles para el diagnóstico de este grupo de 
enfermedades. 
A pesar de todo, los estudios inmunológicos no han hecho más que 
incrementar la sensación de inmenso desconocimiento que se tiene 
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al profundizar en las EASA. En la práctica ocurre que casos 
clínicamente sospechosos de un tipo de EASA se corresponden 
inmunológicamente con otra36,37. Hay superposiciones clínico-
inmunológicas y exclusivamente inmunológicas. Un ejemplo de esto 
último es una serie de casos de la literatura con clínica de 
penfigoide ampolloso y clara reactividad frente a colágeno XVII y 
desmogleina 3 sin las lesiones en mucosas características del 
pénfigo vulgar38-45. 
Las superposiciones se atribuyen en muchos casos a la expansión 
de epítopos, un proceso por el cual, debido al daño tisular por un 
proceso antiinflamatorio autoinmune, la exposición de un antígeno 
previamente “secuestrado” conduce a una respuesta autoinmune 
secundaria frente a este antígeno46-48.  
 
1.4.MÉTODOS DIAGNÓSTICOS EN LAS ENFERMEDADES 
AMPOLLOSAS SUBEPIDÉRMICAS AUTOINMUNES 
La importancia del diagnóstico preciso de las EASA reside en el 
diferente pronóstico que tienen las distintas enfermedades y su 
diferente abordaje terapéutico. Por ejemplo, la EAA tiene una 
característica resistencia a los corticoides orales que la diferencia 
del penfigoide ampolloso, enfermedad con inmunofluorescencia 
directa casi idéntica.  
Los métodos diagnósticos en las EASA tienen 3 objetivos:  
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1) Distinguir las EASA de otros grupos de enfermedades 
vesiculoampollosas: 
• Enfermedades ampollosas hereditarias. 
• Enfermedades infecciosas (virales y bacterianas). 
• Otras enfermedades de mecanismo inmunológico (p.ej. 
eritema exudativo multiforme,  reacciones 
medicamentosas).  
• Miscelánea: porfiria cutánea tarda, bullosis 
diabeticorum, ampollas de origen físico, eccema 
dishidrótico.  
2) Distinguir las EASA entre sí. 
3) En casos concretos monitorizar el curso de la enfermedad, 
detectar precozmente los brotes y ajustar el tratamiento. 
Dividimos los métodos diagnósticos en dos grandes grupos: 
aquellos que detectan depósitos autoinmunes en tejidos o suero y el 
resto de métodos.  
 
1.5.MÉTODOS DIAGNÓSTICOS SIN DETECCIÓN DE 
AUTOANTICUERPOS 
1.5.1.Histopatología convencional  
La biopsia convencional fijada en formol es un punto de partida 
imprescindible en el diagnóstico histopatológico1,32. La elección del 
lugar de biopsia es muy importante (figura 4). Debe estudiarse el 
borde de la ampolla o vesícula para observar el lugar de 
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despegamiento bajo el microscopio. Un estudio ha demostrado la 
mayor rentabilidad de la biopsia de piel alterada perilesional frente 
a piel sana49. La presencia de un infiltrado rico en eosinófilos, 
neutrófilos o pobre en células inflamatorias es orientativa pero 
nunca diagnóstica (figura 5). 
 
Figura	  4	  
Lugares	   recomendados	   para	   la	   realización	   de	   biopsias	   para	   estudio	   convencional	  
(negro)	  y	  para	  inmunofluorescencia	  (rojo)	  	  
 
 
Figura	  5	  	  
Tinción	   con	  hematoxilina-­‐eosina	  de	  una	   epidermólisis	   ampollosa	   adquirida	   (EAA)	   y	  
una	   dermatosis	   IgA	   lineal	   (DAIL).	   En	   ambas	   se	   observa	   un	   despegamiento	  
subepidérmico	   y	   un	   infiltrado	   inflamatorio	   moderado	   con	   neutrófilos.	   La	  
histopatología	   	   convencional	   no	   distingue	   unas	   enfermedades	   ampollosas	  
subepidérmicas	  de	  otras	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1.5.2. Mapeado de antígenos mediante inmunohistoquímica 
Para localizar el nivel de separación  dentro de la unión 
dermoepidérmica es posible realizar una tinción de alguna proteína 
conocida mediante inmunohistoquímica y visualizar la situación de 
la proteína conocida con respecto al despegamiento patológico1. La 
ventaja es que puede realizarse en muestras ya fijadas en formol e 
incluidas en parafina. Se han marcado las queratinas 5 y 14 del 
queratinocito basal, las lamininas y el colágeno tipo IV de la lámina 
densa. El colágeno IV es el más utilizado (Figura 6). 
 
 
Figura	  6	  
Tinción	  inmunohistoquímica	   	  para	  colágeno	  IV,	  que	  se	  observa	  de	  coloración	  parda	  
en	  el	  suelo	  del	  despegamiento	  patológico	  en	  un	  caso	  de	  penfigoide	  ampolloso.	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1.5.3.Microscopía electrónica convencional 
Es una técnica lenta y complicada que no aporta ventajas en el 
diagnóstico de las EASA al no dar información sobre los depósitos 
autoinmunes.  En trabajos de investigación antiguos se 
caracterizaron las distintas EASA mediante microscopía electrónica 
con localización fina del despegamiento y descripción 
ultraestructural de cambios celulares pero en la actualidad no es un 
campo muy activo de investigación32. 
 
1.6.MÉTODOS DIAGNÓSTICOS CON DETECCIÓN DE 
AUTOANTICUERPOS 
El objetivo estos métodos es detectar la presencia de 
autoanticuerpos o complemento depositados en tejidos o circulantes 
en suero y caracterizarlos en clase y especificidad antigénica.  
1.6.1.Detección de depósitos autoinmunes en piel 
1.6.1.1.Inmunofluorescencia directa 
El objetivo de la inmunofluorescencia directa es detectar depósitos 
de inmunoglobulinas o complemento en la unión 
dermoepidérmica1,32-35 .  
1.6.1.1.1.Inmunofluorescencia directa convencional 
• Toma  de la biopsia 
La elección del lugar de la biopsia para inmunofluorescencia directa 
es clave para la rentabilidad diagnóstica50 Nunca deben biopsiarse 
áreas de ampolla, ya que los depósitos autoinmunes se encuentran 
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distorsionados por la separación dermoepidérmica y pueden haber 
sido degradados por la respuesta inflamatoria, dando lugar a falsos 
negativos. En la familia del penfigoide ampolloso y en la 
epidermólisis ampollosa adquirida son rentables las áreas 
adyacentes a las ampollas. Tradicionalmente se ha recomendado la 
realización de una cuña cutánea radial que incluyera zona de 
despegamiento y zona periférica, la división de la cuña con el bisturí 
y el envío de la zona periférica para estudio de inmunofluorescencia 
directa. El punch o sacabocados ha sido desaconsejado por algunos 
autores por la posibilidad de separar la epidermis con el movimiento 
rotacional. En nuestro medio, su amplísima difusión y la familiaridad 
de los patólogos con este formato estandar de biopsia hace que  a 
pesar de todo resulte muy práctica la toma cuidadosa de una 
muestra independiente para inmunofluorescencia con sacabocados, 
que es diagnóstica con un tamaño tan pequeño como 3 mm de 
diámetro (Figura 4). En nuestra experiencia nunca se han 
producido falsos negativos por la toma de biopsias de 
inmunofluorescencia con sacabocados.  
El área corporal puede influir en la rentabilidad de la biopsia. En un 
estudio se vio que la biopsia de las piernas es menos rentable en el 
penfigoide ampolloso51.  
En el penfigoide de mucosas hay que elegir las áreas menos 
traumáticas para biopsiar. Si hay lesiones en piel, deben ser estas 
las que se biopsien. Si hay lesiones orales y oculares, deben 
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elegirse las orales. Si solo hay lesiones oculares, hay que valorar el 
beneficio-riesgo de la realización de la biopsia, dado que esta puede 
inducir inflamación y cambios cicatriciales.  
• Transporte y conservación de la muestra 
En los centros que disponen de un laboratorio de Anatomía 
Patológica con unidad de inmunofluorescencia puede transportarse 
la biopsia en fresco en una gasa empapada en suero isotónico para 
realizar congelación inmediata. En caso de que la biopsia se haga 
fuera del horario de recogida de muestras del laboratorio y vaya a 
ser procesada al día siguiente lo óptimo es conservarla en suero 
isotónico a temperatura ambiente. Se ha demostrado que esto no 
solo no altera la muestra sino que además limpia la fluorescencia 
residual por extravasación en dermis y depósito inespecífico52,53. 
En el medio anglosajón es muy utilizado el medio de Michel. Se ha 
comprobado que las biopsias conservadas en este medio resisten 
hasta un año a temperatura ambiente. En España no es fácil 
conseguirlo de forma comercial aunque se puede formular54-57.  
Hay comunicaciones aisladas de buena conservación de biopsias en 
medios como la miel58. 
• Procesamiento y tinción 
Hay varios métodos de procesamiento de la biopsia. En el más 
utilizado la muestra se congela utilizando nitrógeno líquido y un 
medio comercial de congelación tisular. Se utiliza un protocolo 
mediante el cual el tejido se congela lentamente y así se evitan 
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daños y artefactos. La muestra puede guardarse durante períodos 
prolongados a -80ºC o proceder al corte y tinción.  
El criostato es un aparato diseñado para cortar muestras en 
congelación. Suelen generarse criosecciones de 4 a 6 micras 
aunque se ha demostrado que realizar secciones aún más finas, 
menores de 4 micras, aumenta la resolución de las imágenes. 
La tinción es la mayor diferencia con la histopatología convencional. 
Para la tinción se utilizan fluorocromos, moléculas que tienen la 
propiedad de responder a la radiación ultravioleta de determinada 
longitud de onda emitiendo radiación ultravioleta de otra longitud 
de onda, generalmente en el espectro visible. El fluorocromo más 
utilizado es el isotiocianato de fluoresceína (FITC) que emite 
fluorescencia verde35. 
La clave de la inmunofluorescencia es la utilización de anticuerpos 
de especies no humanas conjugados con un fluorocromo y 
específicos contra inmunoglobulinas o complemento humanos. 
Describimos a continuación las técnicas de marcaje directo e 
indirecto. 
En la técnica directa, la más utilizada de forma rutinaria, se 
detectan anticuerpos o factores del complemento previamente 
depositados en la piel o mucosa patológicas, para ello la muestra de 
tejido se incuba directamente con un anticuerpo 
antiinmunoglobulina humana (anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM) o 
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anticomplemento humano (anti-C3) generado en una especie 
animal y conjugado habitualmente con FITC.  
El marcaje indirecto se hace en dos etapas y utiliza 2 anticuerpos: 
anticuerpo primario sin marcar para detectar los depósitos 
patológicos y anticuerpo secundario marcado, para detectar el 
anticuerpo primario. En el estudio de enfermedades ampollosas el 
anticuerpo primario es una antiinmunoglobulina humana o 
anticomplemento sin marcar, generado en una especie no humana 
(ratón, cabra, conejo y otros). El anticuerpo secundario va marcado 
con fluorescencia y es una anti-IgG murina, anti-IgG caprina o lo 
que corresponda según el animal de origen, que se une donde se 
haya unido previamente el anticuerpo primario. El anticuerpo 
secundario es el que está conjugado con el fluorocromo y su 
localización puede verse mediante iluminación con la longitud de 
onda específica λ que estimula este fluorocromo (Figura 7). La 
técnica de marcaje indirecto aumenta la sensibilidad pero reduce la 
especificidad al incrementar la tinción inespecífica.  
• Diagnóstico 
El microscopio de fluorescencia convencional tiene un manejo muy 
semejante al de los microscopios ópticos normales. Es importante 
ser rápido, ya que la fluorescencia va desapareciendo con el tiempo 
y la muestra “se quema”. Cuando no se esté observando por el 
ocular debe interrumpirse la llegada de luz al cristal para alargar su 
vida. 
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Figura	  7	  
Fundamento	   de	   la	   inmunofluorescencia.	   Técnica	   de	   marcaje	   indirecto	   para	  
inmunofluorescencia	  directa.	  	  
 
En las enfermedades ampollosas subepidérmicas siempre hay 
depósitos localizados en la unión dermoepidérmica y en la 
dermatitis herpetiforme además existen depósitos en las papilas 
dérmicas. Tras comprobar la positividad de la fluorescencia en la 
unión dermoepidérmica hay que analizar 4 puntos32-35:  
1) Tipo de depósito autoinmune: IgG, IgA, IgM, complemento.  
2) Existencia de uno o varios tipos de depósitos 
3) Patrón de fluorescencia: fundamentalmente lineal o granular.  
4) Posible existencia de fluorescencia fuera de la unión 
dermoepidérmica.  
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Los principales patrones de depósito son el lineal y el granular. 
Existe un depósito lineal en el penfigoide ampolloso, penfigoide 
gestacional, penfigoide de mucosas, penfigoide anti-p200, 
dermatosis IgA lineal, epidermólisis ampollosa adquirida y lupus 
eritematoso ampolloso, o lo que es lo mismo, en todas las 
enfermedades ampollosas autoinmunes subepidérmicas excepto en 
la dermatitis herpetiforme, en que existen depósitos granulares.  
Los epitelios foliculares y de glándulas sudoríparas pueden mostrar 
positividad. Hay que tener cuidado con los artefactos por papilas 
dérmicas que pueden confundir con vasos.  
A)Depósitos  únicos en la membrana basal 
a1) IgG y/o C3 
Se ven en el penfigoide ampolloso, penfigoide de mucosas, 
penfigoide gestacional, liquen plano penfigoide, penfigoide anti-
p200, epidermólisis ampollosa adquirida y lupus eritematoso 
ampolloso. (Figura 8). 
Si aparece un depósito de C3 único o más intenso que IgG es 
sugerente de la familia del penfigoide . Si aparece IgG más intenso 
que C3 son más probables EAA y LEA.   
Vodegel et al.59 trataron de buscar mayor capacidad diagnóstica a la 
IFD y subdividieron el patrón lineal en patrón lineal puro  y patrón  
en sierra. El patrón en sierra se divide asimismo en dos: en N y en 
U. Observaron que el patrón en U es exclusivo de las enfermedades 
del colágeno VII: EAA y LEA, mientras que el patrón en N ocurre en 
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todas las demás (penfigoide ampolloso, penfigoide gestacional, 
penfigoide de mucosas, penfigoide anti-p200, dermatosis IgA 
lineal). Para observar estos patrones  en U y en N hay que realizar 
criosecciones muy finas, menores de 4 micras, que no suelen 
hacerse en la práctica rutinaria. 
 
 
Figura	  8	  
Depósito	  lineal	  de	  IgG	  en	  penfigoide	  ampolloso.	  
	  
a2)IgA 
El depósito lineal de IgA caracteriza la dermatosis IgA lineal 
(Figura 9). El depósito de C3 es más infrecuente y menos intenso.  
La morfología de los depósitos es similar a los de penfigoide 
ampolloso y EAA. Como diagnóstico diferencial, algún penfigoide de 
mucosas  puede depositar exclusivamente IgA y C3. 
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Figura	  9	  
Depósito	  lineal	  de	  IgA	  en	  dermatosis	  IgA	  lineal	  
 
a3) C3 
Como ya se ha mencionado, un depósito único de C3 puede verse 
en penfigoide ampolloso, penfigoide gestacional, penfigoide de 
mucosas y liquen plano penfigoide (Figura 10). 
 
	  
Figura	  10	  
Intenso	  depósito	  de	  C3	  en	  penfigoide	  ampolloso	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B)Depósitos múltiples en la membrana basal  
Cuando se deposita más de una clase de inmunoglobulina son más 
probables EAA y LEA. En la EAA casi siempre hay IgG intensa, en la 
mitad de los casos hay IgM y en un tercio IgA.  
En el LEA, el 60% tienen depósitos indistinguibles de la EAA. El 
resto tienen depósitos granulares continuos semejantes  a los de 
algunos lupus no ampollosos. El depósito de IgA se asocia a LEA 
más que  a lupus eritematoso no ampolloso. 
Es posible la existencia de  penfigoide de mucosas con IgG e IgA y 
dermatosis IgA lineal con IgA e IgG. 
C)Depósito en papilas dérmicas  
Como ya se ha mencionado, en la dermatitis herpetiforme se 
producen depósitos granulares de IgA y C3 en las papilas dérmicas 
y unión dermoepidérmica. La imagen es patognomónica. Se 
deposita IgA en el 100% y C3 en el 50%. Son posibles los depósitos 
IgG e IgM, pero con menos frecuencia e intensidad (Figura 11). 
• Almacenamiento 
Se ha investigado la estabilidad de las preparaciones de 
inmunofluorescencia almacenadas a temperatura ambiente. En un 
estudio se comprobó que a los 12 meses eran visibles el 92% de las 
preparaciones pero a los 20 meses tan solo el 28%. Por tanto, es 
muy recomendable fotografiar los resultados y almacenarlos 
digitalmente60.  
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Figura	  11	  
Depósito	  granular	  de	  IgA	  en	  dermatitis	  herpetiforme	  
	  
1.6.1.1.2.Inmunofluorescencia directa sobre piel separada 
en NaCl 1M 
La separación de la piel a lo largo de la unión dermoepidérmica a un 
nivel conocido es un ingenioso abordaje para diferenciar 
enfermedades. Se han publicado 4 métodos de separación: NaCl 
1M, tripsina, creación de una ampolla por succión y activación de 
proteasas en salino tamponado con fosfatos.  En todos estos 
métodos el colágeno XVII se mantiene en el lado epidérmico, 
mientras que la laminina y los colágenos IV y VII se mantienen en 
el lado dérmico61.  
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El método que más se ha extendido es la separación mediante NaCl 
1M. La biopsia se incuba de 48 a 72 horas en NaCl 1M, a 4ºC y 
posteriormente se realiza la tinción habitual de inmunofluorescencia 
directa62-64.  
En general en el penfigoide ampolloso, penfigoide gestacional y 
penfigoide de mucosas los depósitos se ven en el lado epidérmico, 
convencionalmente superior o “techo” de la hendidura artificial 
(Figura 12). Los depósitos se corresponden con la localización del 
dominio extracelular del colágeno XVII y de NC16A, que contiene 
los epítopos más frecuentes reconocidos por los anticuerpos 
patogénicos. Como excepciones, en el penfigoide anti p-200 y en el 
penfigoide de  mucosas anti-laminina 332 los depósitos están en el 
lado dérmico. 
 
Figura	  12	  	  
Inmunofluorescencia	   directa	   de	   piel	   separada	   en	   NaCl	   1M:	   depósito	   en	   el	   lado	  
epidérmico	  de	  separación	  en	  penfigoide	  ampolloso.	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Los depósitos en la EAA y en el LEA se ven en el lado dérmico de la 
separación. Están situados en la sublámina densa, donde se sitúa el 
colágeno VII (Figura 13). 
 
Figura	  13	  
Inmunofluorescencia	   directa	   de	   piel	   separada	   en	   NaCl	   1M:	   depósito	   en	   el	   lado	  
dérmico	  de	  separación	  en	  epidermólisis	  ampollosa	  adquirida	  
 
En la dermatosis IgA lineal es más frecuente la localización en el 
lado epidérmico pero también hay una forma que marca en el lado 
dérmico, asociada a reactividad contra el colágeno VII. 
Los hallazgos de inmunofluorescencia directa de cada enfermedad 
se resumen en la tabla 2. 	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ENFERMEDAD 
 
Inmunofluorescencia 
directa 
Tipo de 
depósito 
IFD piel 
separada  
NaCl 1M 
PENFIGOIDE 
AMPOLLOSO 
Lineal 
Membrana basal 
IgG y/o C3 
±IgA 
Epidérmico o 
ambos lados 
PENFIGOIDE 
GESTACIONAL 
Lineal 
Membrana basal 
IgG y/o C3 Epidérmico 
PENFIGOIDE 
ANTI-P200 
Lineal 
Membrana basal 
IgG y/o C3 Dérmico 
PENFIGOIDE DE 
MUCOSAS 
 
 
Penfigoide  anti-
laminina 332 
 
 
 
Lineal 
Membrana basal 
 
 
IgG y/o  
IgA y/o  
C3 
Epidérmico o 
ambos lados 
 
 
 
Dérmico 
EPIDERMÓLISIS 
AMPOLLOSA 
ADQUIRIDA 
Lineal 
Membrana basal 
IgG 
±IgA±C3 
Dérmico 
DERMATITIS 
HERPETIFORME 
Granular en papilas 
dérmicas y membrana 
basal 
IgA  
DERMATOSIS IGA 
LINEAL 
Lineal 
Membrana basal 
Ig A±C3 Epidérmico. 
Algunos casos 
dérmico. 
LUPUS 
ERITEMATOSO 
AMPOLLOSO 
Lineal o granular 
Membrana basal 
IgG 
±IgA±C3 
Dérmico 
	  
Tabla	  2	  
Patrones	   de	   inmunofluorescencia	   directa	   convencional	   y	   en	   piel	   separada	   de	   las	  
distintas	  enfermedades	  ampollosas	  subepidérmicas	  autoinmunes.	  
 
1.6.1.2.Inmunomicroscopía electrónica 
La inmunomicroscopía electrónica es una variante de la microscopía 
electrónica en la cual se marcan los depósitos autoinmunes con un 
material electrodenso. El concepto es similar al de la 
inmunofluorescencia directa con la diferencia de que el último 
marcador es oro que resulta denso al haz de electrones. 
En penfigoide ampolloso se ve en la mayoría de casos IgG en el 
lado extracelular de la membrana plasmática del queratinocito 
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basal, bajo los hemidesmosomas, compatible con la localización del  
segmento NC16A del colágeno XVII.  
Es una técnica muy poco utilizada para el diagnóstico.  
1.6.2.Detección de autoanticuerpos en suero. 
Los autoanticuerpos contra las proteínas de la unión 
dermoepidérmica no se encuentran solo en la piel. También es 
posible detectarlos en suero, orina y saliva66,67. Se han desarrollado 
distintas técnicas para la detección y clasificación de estos 
autoanticuerpos que detallamos a continuación. 
1.6.2.1.Inmunofluorescencia indirecta  
Por inmunofluorescencia indirecta se entiende el conjunto de 
técnicas en las que el suero o exudado se incuba con un tejido sano 
con todas las estructuras moleculares conservadas68,69. Se han 
usado como sustrato piel humana normal, esófago de mono. La 
sensibilidad y especificidad en cada caso depende del sustrato y del 
tipo de patología. Las imágenes obtenidas son semejantes a las de 
la inmunofluorescencia directa y se interpretan siguiendo los 
mismos criterios. 
1.6.2.1.1.Inmunofluorescencia indirecta convencional 
El suero del paciente se extrae por centrifugación. Se incuba el 
sustrato (tejido sano) con el suero problema 30 minutos. Tras 
lavado se incuba con anti-inmunoglobulina humana marcada con un 
fluorocromo. En una variante, poco usada, se incuba el sustrato-
suero con complemento, y después con anti-C3 humano. . 
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a)Depósitos de IgG 
Se encuentran anticuerpos IgG anti-membrana basal en penfigoide 
ampolloso, penfigoide de mucosas, penfigoide gestacional, EAA y 
LEA, con prevalencia variable. En penfigoide gestacional solo es 
positiva en el 10%, en el penfigoide de mucosas en el 10-25%. La 
sensibilidad sube al 60-80% en penfigoides ampollosos y al 50% en 
EAAs. En el LEA solo se detectan anticuerpos sobre  piel separada 
(ver más adelante).  
El patrón de fluorescencia no ayuda al diagnóstico diferencial. Los 
títulos de anticuerpos determinados mediante esta técnica no se 
correlacionan con la actividad en penfigoide ampolloso.  
b)Depósitos de IgA 
Se encuentran IgA anti-membrana basal en la dermatosis 
ampollosa IgA lineal  entre un tercio y la mitad de los pacientes. La 
sensibilidad aumenta en piel humana separada en NaCl 1M (ver 
más adelante). Los títulos son bajos.  
En dermatitis herpetiforme hay anticuerpos antiendomisio que se 
unen al músculo liso hasta en el 70% de los pacientes que no 
siguen la dieta sin gluten.  
En algunos casos de penfigoide ampolloso pueden detectarse IgA, 
siempre con IgG.  
1.6.2.1.2.Inmunofluorescencia indirecta sobre piel separada 
Una variante de inmunofluorescencia indirecta consiste en separar 
la piel sana en NaCl 1M, como en la IFD70-74. Aumenta la 
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sensibilidad en todas las enfermedades y es la única manera de 
visualizar anticuerpos en el LEA. En el penfigoide ampolloso la 
sensibilidad llega al 90%.  
En penfigoide ampolloso, penfigoide gestacional y muchos 
penfigoides de mucosas se visualizan anticuerpos en el techo de la 
hendidura artificial. En epidermólisis ampollosa adquirida, 
penfigoide de mucosas antiepiligrina, penfigoide anti-p200 y lupus 
eritematoso ampolloso la fluorescencia se localiza en el suelo de la 
hendidura. En IgA puede aparecer fluorescencia en cualquiera de 
los dos lados.   
1.6.2.1.3.Inmunofluorescencia indirecta sobre sustratos 
deficitarios 
Se trata de una técnica poco empleada en la que el suero se incuba 
con piel patológica deficiente en proteínas conocidas (colágeno XVII 
o colágeno VII). Si la autoinmunidad es, por ejemplo,  contra 
colágeno VII y se trata de una piel deficiente en colágeno VII no se 
detectará unión. Esta técnica tiene grandes limitaciones37,75.  
1.6.2.1.4.Microscopía inmunoelectrónica indirecta 
Consiste en estudiar bajo el microscopio electrónico piel sana 
incubada con suero problema, con los depósitos autoinmunes 
convenientemente marcados.  En el penfigoide ampolloso se ve 
cómo se unen los anti-BP230 a la placa hemidesmosómica y los 
anti-colágeno XVII a lámina lúcida bajo hemidesmosomas en 
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penfigoide ampolloso. En penfigoide de mucosas se ha visto 
densidad en lámina densa y lámina lúcida inferior. 
En EAA se ven partículas de oro a lo largo de las fibrillas de anclaje.  
1.6.2.2.ELISA 
ELISA es un acrónimo de enzyme-linked immunosorbent assay 
(inmunoabsorción ligada a  enzimas). Existen distintas variantes del 
ELISA según se quiera detectar antígenos o anticuerpos. Para 
detectar autoanticuerpos se emplea el ELISA indirecto, en el que los 
pocillos tienen el antígeno fijo.  La técnica se ve en la figura 14 y 
se puede resumir en los siguientes pasos76,77.  
1. Cada pocillo se incuba con diluciones de sueros problema y 
sueros control. Según la concentración de autoanticuerpos en 
el suero problema se producirá mayor o menor unión 
antígeno-anticuerpo, que se puede cuantificar78 d. 
2. Se añade como anticuerpo secundario antiinmunoglobulina 
humana de origen animal conjugada con peroxidasa.  
3. El grado de unión anticuerpo secundario-anticuerpo primario 
se cuantifica tras lavado añadiendo un sustrato para la 
peroxidasa. Si ha habido mucha unión, habrá mayor cantidad 
de peroxidasa en el pocillo y por tanto se producirá mayor 
producto de la reacción enzimática.  
4. La reacción se para en un tiempo predeterminado 
5. La cantidad de producto es proporcional a la absorbancia del 
pocillo.  
	   60	  
Como ventajas, no utiliza antígenos desnaturalizados, es rápida, 
sensible y permite analizar múltiples sueros a la vez.  
 
Figura	  14	  
Técnica	  del	  ELISA	  indirecto	  
 
Existen varios kits comerciales. El más utilizado detecta anticuerpos 
contra el segmento NC16A del colágeno XVII79-82. En la fase sólida 
de los pocillos hay NC16A de origen recombinante. En penfigoide 
ampolloso el ELISA contra NC16A tiene una sensibilidad del 94% y 
especificidad del 97%83-86. En penfigoide gestacional la sensibilidad 
se acerca al 100%. En cambio, el ELISA frente al colágeno XVII 
completo (también comercializado) solo es positivo en el 66,6% de 
los pacientes. Hay que tener en cuenta que la negatividad de este 
ELISA frente a BP180 no descarta el penfigoide ampolloso87. 
Se ha demostrado correlación de los títulos de anticuerpos contra 
NC16A con la actividad de la enfermedad y la respuesta 
terapéutica88-94, lo que no ocurre con la inmunofluorescencia 
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indirecta. Esto se atribuye a que la inmunofluorescencia indirecta 
detecta también anticuerpos contra BP230 junto a anticuerpos 
contra colágeno XVII. El ELISA para BP230 no añade sensibilidad al 
de BP180 e incrementa los costes. 
Hay también un ELISA para  el dominio NC1 del colágeno VII que 
ha demostrado ser sensible y específico para EAA y LEA95.  
En dermatitis herpetiforme se realiza ELISA para detectar 
anticuerpos antitransglutaminasa y antiendomisio. 
1.6.2.3.Inmunoblot 
El término  blot (mancha, borrón) se aplica un conjunto de técnicas 
de biología molecular en las que se realiza trasferencia desde un gel 
de electroforesis a una membrana donde se pueden visualizar los 
resultados o realizar incubaciones posteriores. El southern blot 
analiza DNA, el northern blot analiza RNA y el western blot analiza 
proteínas96. Lo que se conoce como inmunoblot es un tipo de 
western blot en el que tras separar extractos proteicos de un tejido 
determinado estos se depositan sobre una membrana que se incuba 
con el suero problema que contiene potenciales 
autoanticuerpos97,98.  
El objetivo del inmunoblot en la patología ampollosa autoinmune es 
detectar contra qué proteínas dermoepidérmicas reaccionan 
anticuerpos en el suero.  
El procedimiento tiene varias fases: 
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1. Purificación de extractos proteicos: las proteínas pueden 
tener varios orígenes: extractos proteicos de piel sana 
(dérmicos o epidérmicos), extractos proteicos de cultivos 
celulares o proteínas recombinantes obtenidas en 
bacterias.   
2. Electroforesis: las proteínas se separan según su masa 
molecular mediante electroforesis en un gel de 
poliacrilamida.  
3. Transferencia: una vez separadas las proteínas, se 
transfieren del gel de poliacrilamida a una membrana de 
nitrocelulosa también por un sistema electroforético. 
4. Incubación: la membrana de nitrocelulosa se incuba con 
los sueros problema y los sueros control. 
5. Revelado: tras la incubación, los resultados pueden 
visualizarse por varios métodos. El más utilizado utiliza 
anticuerpos antiinmunoglobulina humana unidos a  
fosfatasa alcalina o peroxidasa y adición del sustrato 
enzimático adecuado. También se puede revelar mediante 
incubación con Proteína A estafilocócica marcada con I125 y 
autorradiografía 
Los extractos dérmicos contienen el colágeno VII, sus fragmentos y 
el antígeno de 200 kDa identificado en el penfigoide anti-p200. 
Interesan para estudiar la epidermólisis ampollosa adquirida, lupus 
eritematoso ampolloso, algunos casos de dermatosis IgA lineal y el 
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penfigoide anti-p20099-107. Los extractos epidérmicos son útiles para 
el resto de enfermedades.  
En penfigoide ampolloso el inmunoblot reconoce 2 antígenos 
principalmente: uno de 230 kDA corresponde a BP230 y otro de 180 
kDa que corresponde al colágeno tipo XVII. Dentro del colágeno 
XVII se reconoce con alta frecuencia el segmento NC16A y existen 
algunos casos de reconocimiento de LAD-1 (120 kDa). Hay casos 
esporádicos de reactividad a la plectina (500 kDa). 
En penfigoide de mucosas se ha visto reactividad frente al colágeno 
XVII (NC16A, LAD-1 y BP180 4575), BP230, subunidades α6 y β4 
de la integrina α6β4, laminina 332  y laminina 6108,109.  
En la dermatosis IgA lineal se marca con más frecuencia LAD-1, 
aunque puede detectarse positividad contra otros segmentos del 
colágeno XVII y contra el colágeno VII.  
En EAA, sobre extractos dérmicos se detecta una banda positiva de 
290 kDa y más raramente de 145 kDa, que corresponden a 
colágeno VII y su fragmento NC1 N-terminal. Hay dos casos con 
reactividad doble frente al colágeno VII y la proteína de 200 kDa 
identificada en el penfigoide anti-p200 que pueden considerarse 
EAAs con fenómeno de expansión de epítopos.  
La desventaja del inmunoblot es que al tener que desnaturalizar las 
proteínas, se pierden puntos de unión antígeno-anticuerpo 
denominados epítopos conformacionales. Esto hace bajar la 
sensibilidad de la técnica y aumenta el número de falsos negativos.  
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1.6.2.4.Inmunoprecipitación 
Existe una técnica que no desnaturaliza las proteínas denominada 
inmunoprecipitación, que es más compleja y lenta que el 
inmunoblot y por tanto se usa fundamentalmente en 
investigación77. Exige solubilizar cada proteína por separado y 
detectar por separado la precipitación de los posibles complejos 
antígeno-anticuerpo que se forman al poner en contacto extractos 
proteicos purificados y suero problema. Se ha utilizado más en el 
grupo del pénfigo. En enfermedades ampollosas subepidérmicas no 
resulta idónea para estudiar el colágeno XVII por tratarse de una 
proteína transmembrana difícil de solubilizar pero ha demostrado 
utilidad en el penfigoide antiepiligrina para la detección de 
autoanticuerpos contra la laminina 5.  
 
1.7.MICROSCOPÍA CONFOCAL 
1.7.1.Generalidades 
El término confocal se refiere un sistema óptico presente en 
dispositivos muy distintos (microscopía convencional, microscopía 
de inmunofluorescencia, microscopía in vivo) que permite eliminar 
los artefactos por superposición al permitir solamente el paso de la 
la luz reflejada desde un único plano y eliminar la luz procedente de 
puntos fuera de foco (Figura 15). El efecto puede compararse al 
de un microtomo óptico (Figura 16) 
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Figura	  15	  
a)Esquema	  de	  las	  bases	  ópticas	  de	  la	  microscopía	  confocal	  
b)Esquema	  de	  un	  microscopio	  confocal	  espectral	  láser	  
	  
	   	  
Figura	  16	  
La	   microscopía	   confocal	   elimina	   los	   artefactos	   debidos	   a	   la	   superposición	   de	  
estructuras	  y	  crea	  “cortes	  ópticos”	  de	  las	  muestras	  estudiadas.	  	  
	  
El microscopio confocal espectral es un microscopio de fluorescencia 
sofisticado110. En lugar de observar directamente a través de los 
oculares, un software procesa las imágenes y realiza 
reconstrucciones. El microscopio confocal de barrido de láser 
(CLSM: Confocal Laser Scanning Microscope) ha revolucionado el 
campo de la investigación básica y aplicada a la biomedicina en los 
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últimos veinte años111. Los aparatos se han ido perfeccionando 
constantemente hasta el desarrollo de los potentes CLSM actuales 
(Figura 17).  
 
Figura	  17	  	  
Imagen	  de	  un	  moderno	  microscopio	  confocal	  de	  barrido	  de	  láser	  	  
	  
A diferencia de los microscopios de fluorescencia convencionales, el 
CLSM o microscopio confocal espectral permite generar imágenes 
de gran resolución constituidas por un número arbitrario de colores 
desde el ultravioleta al rojo lejano del espectro (espectral), 
correspondientes a un estrecho plano focal (confocal) de una célula 
o tejido112. El CLSM ofrece mayor poder de resolución y sensibilidad, 
menor ruido de fondo, capacidad de realizar ‘cortes ópticos 
virtuales’ y crear reconstrucciones tridimensionales de alta calidad 
(3D), evaluar cuantitativamente parámetros de la imagen, etc. 
Además, los CLSM permiten tratar las imágenes digitales como 
conjuntos de datos cuantitativos referidos a unidades básicas o 
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píxels, a las que se asignan porcentajes de cada uno de los 
parámetros de la muestra, en este caso colores. Estas dos últimas 
características de los CLSMs permiten analizar objetivamente la 
superposición de dos o más marcadores o colocalización (figura 
18) 
 
Figura	  18	  
Ejemplo	  de	  imagen	  de	  colocalización	  realizada	  con	  cuatro	  marcadores	  
	  
1.7.2.La microscopía confocal aplicada al diagnóstico clínico 
El potencial de este tipo de microscopio de fluorescencia no ha 
pasado desapercibido para el diagnóstico y la medicina clínica113. En 
los últimos diez años se ha producido una intensa actividad 
investigadora sobre el desarrollo de métodos de diagnóstico 
mediante CLSM. Sin embargo, el uso de los CLSM en la práctica 
clínica es todavía escaso en nuestro medio. Mientras que casi todos 
los centros de investigación cuentan con varios modelos de CLSM, 
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son pocos los hospitales que cuentan una Unidad de Confocal 
propia.  
El Hospital Gregorio Marañón cuenta con una Unidad de Confocal 
que pese a su corta trayectoria (desde mediados de 2004) ha 
conseguido introducirse con éxito en el ámbito de la investigación 
biomédica, no sólo del propio centro sino que se ha convertido en 
unidad de referencia para investigadores de otros Hospitales y 
centros de investigación madrileños. Mientras que esta faceta 
científica se consolida día a día, no se debe desaprovechar la 
oportunidad de explorar nuevas ideas capaces de repercutir en una 
mejor labor asistencial, aplicando las nuevas tecnologías al 
diagnóstico.  
1.7.3.Diagnóstico de enfermedades ampollosas mediante 
microscopía confocal 
La piel, por su estructura y accesibilidad, es un campo de gran 
interés en la microscopía confocal114,115. En enfermedades 
ampollosas el CLSM realiza cortes que permiten estudios de alta 
resolución de la morfología de los depósitos. El software permite 
analizar 2 o más fluorocromos simultaneamente, realizar 
superposiciones de imágenes y  visualizar el área de colocalización 
de proteínas seleccionadas. La colocalización de proteínas y 
anticuerpos puede visualizarse e incluso realizar un análisis 
numérico.  
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Una de las técnicas descritas en el diagnóstico de enfermedades 
ampollosas mediante microscopía confocal se denomina FOAM 
(fluorescent overlay antigen mapping) cuyo objetivo es comparar la 
localización de los depósitos autoinmunes con antígenos conocidos 
de la membrana basal que elegimos como marcadores, tras realizar 
una doble tinción115-123. Las proteínas marcadoras elegidas con 
mayor frecuencia son el colágeno VII, colágeno IV, laminina y 
subunidad β4 de integrina α6β4 (Figura 19).  
 
Figura	  19	  
FOAM	  mediante	  microscopía	  confocal.	  Estudio	  de	  colocalización	  de	  β4	  integrina	  con	  
depósitos	   autoinmunes.	   En	  EAA	   se	  observa	  una	  nítida	  banda	   verde	  de	   IgG	   situada	  
inferior	  a	   la	   integrina	  (roja)	  en	  consonancia	  con	  la	  situación	  del	  colágeno	  VII.	  En	  un	  
caso	   de	   penfigoide	   ampolloso	   se	   encuentra	   colocalización	   de	   β4	   integrina	   con	   los	  
depósitos	  autoinmunes,	  lo	  cual	  concuerda	  con	  autoinmunidad	  contra	  colágeno	  XVII.	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2.HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
El presente trabajo tiene como objetivo aplicar la microscopía 
confocal  al diagnóstico rutinario de  enfermedades ampollosas 
subepidérmicas autoinmunes (EASA), el grupo más frecuente en 
nuestro medio y  de mayor complejidad diagnóstica. El desarrollo 
de  técnicas de diagnóstico inmunológico sensibles, específicas y 
reproducibles hará que los diagnósticos en el campo de las EASA 
sean más precisos y por tanto el manejo terapéutico de los 
enfermos sea mejor. 
Previamente al desarrollo del trabajo, el  diagnóstico de EASA se 
realizaba mediante las técnicas de IFD, IFD en piel separada 
(Anatomía Patológica) e IFI (Inmunología).  En este proyecto 
pretendemos evaluar las posibilidades reales de la aplicación de 
microscopía confocal al diagnóstico rutinario de las EASA.  
2.1.Hipótesis 
1. La microscopía confocal puede mostrar patrones diferenciales 
en las distintas enfermedades autoinmunes subepidérmicas 
2. La FOAM (fluorescent overlay antigen mapping)  mediante 
microscopía confocal tiene mayor sensibilidad para el 
diagnóstico de EASA que la combinación de las técnicas 
histopatológicas de rutina realizadas en nuestro centro y en 
la mayoría de hospitales de tercer nivel (inmunofluorescencia 
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directa convencional e inmunofluorescencia directa de piel 
separada). 
3. Una Unidad de Confocal hospitalaria tiene capacidad y 
flexibilidad suficientes para compaginar la función 
investigadora con la asistencial, bien rutinaria, bien en casos 
específicos en los que el diagnóstico convencional sea 
complejo.   
2.2. Objetivos 
1.  Estudio piloto: determinar los patrones de  microscopía 
confocal  de cada enfermedad ampollosa subepidérmica. Para ello 
será necesario probar y seleccionar los antígenos más eficaces para 
marcar los diferentes niveles de la membrana basal. También será 
necesario elegir el inmunomarcaje para los autoanticuerpos y el 
complemento. Se testarán todas las tinciones elegidas en un caso 
de penfigoide ampolloso, de dermatosis ampollosa IgA lineal, de 
epidermólisis ampollosa adquirida y de lupus eritematoso ampolloso 
2. Estudio de los patrones de colocalización de la β4-integrina en 
las distintas EASA. 
3. Estudio de los patrones de colocalización de la laminina en las 
distintas EASA.  
4. Estudio de los patrones de colocalización del colágeno IV en 
las distinas EASA.  
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5. Estudio mediante microscopía confocal  de una serie de 
pacientes con penfigoide ampolloso en condiciones de práctica 
clínica habitual 
6. Estudio mediante microscopía confocal de una serie de 
pacientes con dermatosis ampollosa IgA lineal en condiciones de 
práctica clínica habitual. 
7. Descubrir nuevas aplicaciones del software del CLSM en el 
estudio de las EASA 
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3.MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1.Diseño del estudio 
Se trata de  un estudio prospectivo en condiciones de práctica 
clínica habitual realizado en el contexto asistencial de un hospital de 
tercer nivel que es centro de referencia en enfermedades 
ampollosas y cuenta con Unidad de Microscopía Confocal.  
3.2. Inclusión de pacientes (Sujetos del estudio): 
Todos los pacientes referidos a la Unidad de Enfermedades 
Ampollosas del Hospital Gregorio Marañón, con sospecha de 
enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes (presencia 
de ampollas tensas y / o lesiones mucosas sugestivas) durante el 
período de estudio fueron invitados a participar en el estudio.  
El reclutamiento de pacientes se prolongó durante un período de 3 
años.  
Para realizar este estudio se solicitó a los pacientes consentimiento 
informado por escrito, aprobado por el CEIC de centro, para la 
donación de una biopsia cutánea (punch de 3 mm de diámetro), 
conforme a la ley 14/2007, de 3 de julio,de investigación biomédica 
y al Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre.  Estas muestras 
se conservan en el laboratorio de Inmuno-Oncología formando parte 
de la colección C.0001717, registrada en el Instituto de Salud 
Carlos III. 
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3.3. Toma de muestras 
Las biopsias cutáneas fueron siempre realizadas de forma 
estándar por el mismo dermatólogo (M.C). En cada paciente se 
realiza estudio histopatológico convencional (una biopsia), 
estudio de inmunofluorescencia directa convencional (una 
biopsia), estudio de inmunofluorescencia directa en piel 
separada (una biopsia) y se toma una biopsia de piel 
perilesional de 3 mm para estudio mediante microscopía 
confocal. 
3.4.Procesamiento y conservación de las muestras 
La  biopsia de piel perilesional de 3 mm para estudio mediante 
microscopía confocal es transportada en fresco al laboratorio de 
Inmuno-oncología del HGUGM. Se realiza la congelación del tejido, 
seguida de los criocortes y las tinciones de inmunofluorescencia 
previas al análisis mediante microscopio confocal.  
4.Inmunomarcados (EEAs): Se realizan cortes de 4 µm de tejido 
conservado a -80ºC, se fija en acetona y se incuba con anticuerpos 
monoclonales de ratón contra la β4-integrina (BD Transduction 
Laboratories), laminina (NCL-LAMININ, Novo Castra Ltd) o colágeno 
tipo IV (NCL-COLL-IV, Novo Castra Ltd). Después de un lavado en 
salino tamponado con Tris las muestras se incuban en la siguiente 
mezcla: anticuerpos caprinos contra IgG de ratón marcados con 
Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, PA) 
y anticuerpos caprinos contra IgG, IgA o C3 humanos marcados con 
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FITC (Master Diagnostica, Granada, Spain). Para todas las biopsias 
referidas a este estudio existe el estudio paralelo con técnicas 
convencionales (IF directa e indirecta, y/o de separación de piel con 
NaCl 1M realizadas por el departamento de Anatomía Patológica 
para emitir su juicio diagnóstico). 
3.5.Estudio mediante microscopía confocal 
Se realiza la técnica FOAM, que compara la localización de proteínas 
de la membrana basal (β4 -integrina, laminina o colágeno tipo IV)  
con la localización de los depósitos autoinmunes (IgG, IgA o C3).  
El tejido se visualiza en el microscopio confocal espectral Leica TCS 
SP2 AOBS (Leica Microsystems) del Hospital General Universitario 
Gregorio Marañón. Como se puede observar en la figura 20, en 
primer lugar se obtiene una imagen de grises sin utilizar los láseres, 
que sirve para orientar la pieza. Posteriormente se obtienen las 
imágenes monotincionales correspondientes a cada fluorocromo 
como se observa en la figura 21. Posteriormente, se superponen 
las imágenes mediante el software.  Para el procesado de imagen y 
análisis de colocalización se utiliza software específico (LCS, 
MetaMorph, ImageJ, etcDye-separation, Leica Confocal Software) 
• Análisis del fluoro-histograma. El software permiten 
analizar cada píxel de una imagen asignándole un porcentaje de 
la intensidad total de cada fluorocromo en una región de interés 
analizada (ROI),  representándola en forma de histograma sobre 
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el que se puede delimitar un área constante que se considerada 
significativa de co-localización, pseudo-colorear los píxeles del 
área seleccionada sobre la imagen y obtener información sobre la 
distribución de la colocalización.  
Análisis de los perfiles de intensidad. En cada imagen se pueden 
dibujar líneas que atraviesen la zona de estudio, asignando a 
cada píxel de la línea el valor de intensidad de fluorescencia de 
cada marcador. El resultado final son dos curvas superponibles 
donde cuantificar el área de colocalización / superposición. 
3.5.Análisis estadístico 
Se comparan los resultados de sensibilidad de las técnicas de 
inmunofluorescencia directa convencional, inmunofluorescencia 
directa en piel separada y FOAM.  
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Figura	  20:	  	  
Imagen	  tomada	  por	  el	  microscopio	  confocal	  sin	  el	  uso	  de	  láser,	  en	  la	  que	  se	  
pueden	  observar	  la	  epidermis	  con	  sus	  distintas	  capas,	  la	  unión	  dermoepidérmica	  
y	  la	  dermis.	  	  
	  
	  	  	   	  
Figura	  21:	  	  
Imágenes	  monotincionales	  correspondientes	  a	  la	  figura	  anterior.	  La	  imagen	  de	  
grises	  	  es	  útil	  para	  orientar	  la	  imagen	  y	  localizar	  la	  epidermis	  y	  la	  dermis.	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4.RESULTADOS 
Durante un período de 3 años, se recogieron biopsias de 44 
pacientes con sospecha de enfermedad ampollosa subepidérmica 
autoinmune (EASA).  
En todos los pacientes se realizó una exploración general, una 
exploración cutánea, un estudio histopatológico convencional, un 
estudio de inmunofluorescencia convencional, un estudio de 
inmunofluorescencia en piel separada y un estudio inmunológico del 
suero.  
De los 44 pacientes, en 36 se confimó la presencia de una 
enfermedad ampollosa autoinmune y en 8 se descartó enfermedad 
ampollosa autoinmune. En este grupo de 8 enfermos con trastornos  
no autoinmunes se diagnosticó a 5 pacientes de eccema y al resto 
de porfiria cutánea tarda, foliculitis y prúrigo.  
De los 36 pacientes que padecían una enfermedad ampollosa 
autoinmune, se encontró que 2 tenían trastornos del grupo del 
pénfigo, es decir, una enfermedad ampollosa autoinmune 
intraepidérmica (un pénfigo vulgar y un pénfigo paraneoplásico).  
Finalmente, los 34 pacientes con enfermedades ampollosas 
subepidérmicas autoinmunes fueron diagnosticados en 25 casos de 
penfigoide ampolloso, en 7 casos de dermatosis ampollosa IgA 
lineal, en 1 caso de lupus eritematoso ampolloso y en otro caso de 
epidermólisis ampollosa adquirida.  
Los datos se resumen en la figura 22.  
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Figura	  22:	  	  
Diagrama	  de	  flujo	  del	  estudio	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4.1. Estudio piloto: patrones de tinción en las distintas 
enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes 
Se  realizó un estudio inicial para determinar los patrones de 
microscopía confocal de cada EASA.  
Se estudiaron  cuatro pacientes con diagnóstico confirmado de 
penfigoide ampolloso, dermatosis ampollosa IgA lineal, 
epidermólisis ampollosa adquirida y lupus eritematoso ampolloso  
Las muestras de todos los pacientes se tiñeron para colágeno IV, 
laminina  y β4-integrina.  
En el caso de penfigoide ampolloso, los depósitos de IgG se 
localizaron por encima del colágeno IV, entremezclados con 
laminina con un patrón moteado y mostraron un patrón de 
colocalización con β4-integrina. Esto es compatible con el depósito 
de anticuerpos frente a BP180, que se encuentra a la localizado a la 
misma altura que β4-integrina, con sus dominios 
extracitoplasmáticos en la lámina lúcida superior.   Los resultados 
se muestran en la figura 24.  
 
	  
Figura	  23:	  	  
Esquema	  de	  los	  depósitos	  en	  el	  penfigoide	  ampolloso.	  Existe	  una	  colocalización	  total	  
con	  β4-­‐integrina	  y	  una	  colocalización	  parcial	  con	   laminina	  que	  se	  observa	  como	  un	  
patrón	  moteado	  rojo	  y	  verde.	  El	  colágeno	  IV	  queda	  situado	  debajo	  de	  los	  depósitos.	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Figura	  24:	  	  
Patrones	  de	  depósito	  y	  colocalización	  en	  un	  caso	  típico	  de	  penfigoide	  ampolloso	  
Rojo:	  integrina	  
Verde:	  IgG	  
Suma:	  	  
Banda	  amarilla	  
(colocalización)	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Rojo:	  laminina	  
Verde:	  IgG	  
Suma:	  	  
Patrón	  moteado	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Rojo:	  colágenoIV	  
Verde:	  IgG	  
Suma:	  
Separación	  de	  bandas	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La figura 27 compara los resultados obtenidos en la dermatosis 
ampollosa IgA lineal (DAIL) y en la epidermólisis ampollosa 
adquirida (EAA).  
En el caso analizado de DAIL los depósitos de IgA se localizaron por 
encima del colágeno IV y mostraron colocalización tanto con 
laminina como con integrina. Se muestra un esquema en la figura 
25.  Esto sugiere afinidad por un antígeno de la lámina lúcida, como 
ha sido descrito en IgA lineal.  
 
Figura	  25:	  	  
En	   la	   dermatosis	   ampollosa	   IgA	   lineal	   los	  depósitos	   colocalizan	  en	   la	   lámina	   lúcida	  
con	  β4-­‐integrina	  y	  laminina,	  pero	  con	  un	  patrón	  diferente	  al	  penfigoide	  ampolloso.	  	  
	  
	  
En el caso de EAA, enfermedad en la que el antígeno diana conocido 
es el colágeno tipo VII de la sublámina densa, los depósitos de IgG 
se localizaron por debajo del colágeno tipo IV, de la laminina y de la 
β4-integrina, como se esquematiza en la figura 26.  
 
Figura	  26:	  	  
En	   la	   epidermólisis	   ampollosa	   adquirida	   el	   nivel	   de	   los	   depósitos	   (fluorescencia	  
verde)	  corresponde	  con	  la	  localización	  del	  colágeno	  VII	  de	  la	  sublámina	  densa.	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Dermatosis	  ampollosa	  IgA	  lineal	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Epidermólisis	  ampollosa	  adquirida	  
  
Figura	  27:	  	  
En	  la	  columna	  izquierda	  se	  observa	  el	  caso	  de	  DAIL.	  	  En	  la	  DAIL	  los	  depósitos	  de	  IgA	  
se	   localizaron	   por	   encima	   del	   colágeno	   IV	   y	   mostraron	   colocalización	   tanto	   con	  
laminina	   como	   con	   la	   	   β4-­‐integrina.	   En	   la	   columna	  derecha	   se	  muestra	   el	   caso	   de	  
EAA.	   Los	   depósitos	   de	   IgG	   se	   localizaron	   por	   debajo	   del	   colágeno	   tipo	   IV,	   de	   la	  
laminina	  y	  de	  la	  β4-­‐integrina	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En el caso de lupus eritematoso ampolloso analizado, los depósitos 
de IgG, IgA e IgM mostraron un patrón parecido al de la EAA, si  
bien con una mayor colocalización con el colágeno IV. También es 
típico de esta entidad la presencia de positividad frente a varios 
tipos de inmunoglobulina. Los hallazgos se esquematizan en la 
figura 28 y se muestran en la figura 29.  
 
Figura	  28:	  	  
En	  el	   lupus	  eritematoso	  ampolloso	   se	  observa	  un	  depósito	  en	   la	   sublámina	  densa,	  
pero	  con	  una	  cierta	  colocalización	  con	  el	  colágeno	  IV	  
 
Como conclusión del estudio piloto, se confirmó la hipótesis de que 
la técnica FOAM (fluorescent overlay antigen mapping) realizada 
mediante microscopía confocal era sensible para detectar los 
depósitos autoinmunes en las enfermedades ampollosas 
subepidérmicas autoinmunes. Se encontraros hallazgos específicos 
en cada una de las distintas enfermedades analizadas, por lo que 
esta técnica se suma a las ya existentes para el diagnóstico 
diferencial de la EASA.  
Como continuación del estudio, se procedió a estudiar en 
condiciones de práctica clínica habitual dos muestras de pacientes 
de penfigoide ampolloso y dermatosis ampollosa IgA lineal.  
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β4-INTEGRINA             LAMININA       COLÁGENO IV 
 
    β4-INTEGRINA             LAMININA       COLÁGENO IV 
Figura	  29:	  	  
Patrones	   de	   depósito	   y	   colocalización	   en	   un	   caso	   típico	   de	   lupus	   eritematoso	  
ampolloso.	  Los	  depósitos	  se	  sitúan	  en	  la	  parte	  inferior	  de	  la	  membrana	  basal.	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4.2. Estudio de una serie de penfigoide ampolloso mediante 
microscopía confocal en condiciones de práctica clínica 
habitual 
4.2.1. Comparación con las técnicas convencionales 
De los 25 pacientes con penfigoide ampolloso, se pudo realizar 
microscopía confocal en 22 de ellos. En los 25 pacientes se realizó 
además inmunofluorescencia directa (IFD) para IgG, IgA y C3 y 
estudio de inmunofluorescencia de piel separada mediante ClNa 1M.  
Se consideró positiva la IFD si se encontraba una banda de 
fluorescencia  lineal en la membrana basal. En la técnica de piel 
separada se exigió que la banda de fluoresncencia quedase en el 
techo o en el suelo de la hendidura formada tras la incubación con 
ClNa.  
Los resultados se muestran en la tabla 3.  
La inmunofluorescencia directa fue positiva para C3 en 23 de 25 
casos (92%). Fue positiva para IgG en  17 de 25 casos (68%). 
Lógicamente, al tratarse de penfigoide ampolloso, la IFD IgA fue 
negativa en todos los casos.   La técnica de inmunofluorescencia 
directa en piel separada solo obtuvo resultados diagnósticos en 13 
de 25 casos (52%).  
 La microscopía confocal se pudo realizar en 22 de los 25 pacientes 
y consiguió el doble objetivo de detectar los depósitos autoinmunes 
y localizar su nivel en la membrana basal en el 100% de los casos. 
Por tanto, la sensibilidad más alta fue para la microscopía confocal. 
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Paciente IFD 
C3 
IFD IgG Piel separada 
NaCl 
Microscopía 
confocal 
151 + + Techo + 
155 + + Techo No realizado 
157 + + Techo + 
161 + - No separación + 
163 + - Techo + 
173 + - No separación + 
176 + - Techo + 
178 + + Techo + 
179 + + No separación + 
180 + - No separación + 
181 + + Techo + 
185 + + Techo + 
187 + + Techo y suelo + 
189 + + No separación + 
191 + + No separación + 
196 + + No separación + 
197 + + Techo y suelo + 
199 - + No separación No realizado 
200 - + Suelo + 
204 + - Techo + 
208 + - Techo + 
209 + + No epidermis + 
213 + - No separación + 
214 + + Suelo + 
215 + + Techo No realizado 
Sensibilidad 23/25 
(92%) 
17/25 
(68%) 
13/25 
(52%) 
22/22  
(100%) 
	  
Tabla	  3	  :	  	  
Comparación	   de	   los	   resultados	   de	   inmunofluorescencia	   	   (IFD)	   convencional,	  
inmunofluorescencia	  en	  piel	  separada	  con	  NaCl	  y	  microscopía	  confocal	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4.2.2. Patrones de marcaje de β4-integrina en el penfigoide 
ampolloso 
La  parte extracelular β4-integrina está localizada en la parte 
superior de la lámina lúcida y coincide espacialmente con BP180. 
Por tanto, se obtuvo de forma sostenida una imagen de 
colocalización de  β4-integrina tanto con IgG como con C3 
visualizada como una banda amarilla.  
 
 
 
Figura	  30:	  	  
Ejemplos	   de	   colocalización	   de	   β4-­‐integrina	   con	   los	   depósitos	   autoinmunes	   en	   la	  
membrana	  basal	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Figura	  31:	  	  
Imágenes	   de	   4	   casos	   de	   penfigoide	   ampolloso	   en	   los	   que	   se	   observa	   una	   banda	  
amarilla	  de	  colocalización	  entre	  los	  depósitos	  autoinmunes	  y	  la	  β4-­‐integrina	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Figura	  32:	  	  
Caso	  187.	  Colocalización	  de	  C3	  con	  β4-­‐integrina	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Figura	  33:	  	  
Imagen	  correspondiente	  al	  mismo	  caso	  de	  la	  figura	  33,	  en	  el	  que	  se	  observa	  que	  el	  
patrón	  de	  colocalización	  de	  β4-­‐integrina	  con	  IgG	  es	  similar	  al	  obtenido	  con	  C3,	  por	  lo	  
que	  ambas	  tinciones	  tienen	  el	  mismo	  valor	  diagnóstico.	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4.2.3. Patrones de marcaje de colágeno en el penfigoide 
ampolloso 
 
Figura	  34:	  	  
Patrones	  de	  separación	  del	  colágeno	  IV	  (rojo)	  de	  los	  depósitos	  autoinmunes	  (verde)	  
en	  cuatro	  casos	  diferentes	  de	  penfigoide	  ampolloso	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En la figura 34 se muestran varios casos de análisis de IgG o C3 
frente a colágeno IV. La banda roja correspondiente al colágeno IV 
se separa con nitidez de la banda verde correspondiente a los 
depósitos autoinmunes (IgG o C3). La figura 35 muestra como los 
resultados obtenidos para el estudio de IgG y C3 frente a colágeno 
IV son superponibles.  
 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Caso	  185	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Caso	  196	  
	  
Figura	  35:	  	  
Se	  muestran	  dos	  casos	  en	  los	  que	  se	  realizaron	  tanto	  las	  tinciones	  de	  IgG/colágéno	  
IV	  como	  las	  de	  C3/colágeno	  IV.	  Se	  observa	  que	  los	  resultados	  son	  superponibles.	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Solo se obtuvo colocalización de los depósitos autoinmunes con el 
colágeno IV en  dos casos de penfigoide ampolloso. Se muestra un 
ejemplo en la figura 36.  
La colocalización con colágeno IV y la separación de β4-integrina 
hace suponer que el antígeno diana no es BP180.  
En estos dos casos, el estudio de piel separada mediante ClNa 1M 
localizó los depósitos autoinmunes en el lado dérmico de la 
hendidura. Además, la inmunohistoquímica para colágeno IV en 
parafina mostró una separación superior al colágeno, lo que 
descartó EAA.  
Analizados en su globalidad, junto con el resto de pruebas 
realizadas, podrían tratarse de formas atípicas de penfigoide, 
probablemente, de penfigoide anti-p200.  
 
	  
Figura	  36:	  	  
Imágenes	   obtenidas	   en	   un	   caso	   de	   penfigoide	   ampolloso	   cuyo	   estudio	   de	   piel	  
separada	   en	   ClNa	   1M	   marcaba	   en	   el	   suelo.	   Al	   contrario	   que	   en	   los	   penfigoides	  
ampollosos	  típicos,	  se	  observa	  una	  separación	  de	  la	  β4-­‐integrina	  y	  una	  colocalización	  
con	  el	  colágeno	  IV	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4.2.4. Patrones de marcaje de laminina en el penfigoide 
ampolloso	  
 
 
Figura	  37:	  	  
Verde:	   tinción	   para	   IgG.	   Rojo:	   tinción	   para	   laminina.	   Derecha:	   suma	   de	   ambas	  
imágenes.	  	  
	  
La tinción empleada para laminina  (figura 37) marca bien la 
lámina lúcida en todos los casos. Sin embargo, el patrón moteado 
obtenido en el penfigoide ampolloso puede variar en distintos casos 
y es más difícil de interpretar.  
Por tanto, las proteínas más aconsejables para el estudio de los 
casos de penfigoide ampolloso son la β4-integrina y el colágeno IV. 
Los resultados frente a IgG y C3 son superponibles, por lo que en 
lugar de realizar 6 dobles tinciones, en caso de necesidad, se 
pueden obtener resultados diagnósticos con dos dobles tinciones.   
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4.2.5. Resultados globales del análisis por microscopía 
confocal  de la serie de penfigoide ampolloso 
Se realizó microscopía confocal en 22 casos previamente 
diagnosticados de penfigoide ampolloso por las técnicas 
convencionales. Por norma general, en  los casos en los que no 
había existido positividad para IgG en la IFD convencional no se 
realizó tinción para IgG en la microscopía confocal. En dos casos no 
se realizó tinción para C3, uno por tratarse del caso del estudio 
piloto y otro por no presentar positividad para C3 en la IFD.  
En todos los casos se consiguió el doble objetivo de detectar los 
depósitos autoinmunes y localizarlos. En 20 de los 22 casos se 
obtuvo un patrón típico de penfigoide ampolloso: colocalización con 
β4-integrina, patrón moteado con la laminina y separación clara de 
la banda de depósitos autoinmunes de la banda de colágeno IV. En 
dos casos se obtuvieron resultados diferentes. En el caso 200 se 
objetivó separación de β4-integrina y laminina y colocalización con 
colágeno IV. En el caso 214 se observó colocalización con las tres 
proteínas, tanto con IgG como con C3. Estos dos casos marcaban 
en el lado dérmico de la piel separada con NaCl 1M, lo que 
confirmaba que no eran penfigoides ampollosos típicos. Se realizó 
una tinción inmunohistoquímica para colágeno IV en parafina en la 
que se observó que la ampolla se formaba por encima del colágeno 
IV, lo que descartaba EAA. El diagnóstico más probable de estos 
dos casos es de penfigoide anti-p200. 
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Caso Integrina 
IgG 
Laminina 
IgG 
Colágeno 
IgG 
Integrina 
C3 
Laminina 
C3 
Colágeno 
C3 
151 colocaliza moteado separado    
157    colocaliza moteado separado 
161    colocaliza moteado dudoso 
163    colocaliza moteado separado 
173    colocaliza moteado dudoso 
176    colocaliza moteado separado 
178    colocaliza moteado separado 
179    colocaliza moteado separado 
180 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
181    colocaliza moteado separado 
185 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
187 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
189 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
191 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
196 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
197 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
200 separado separado colocaliza    
204    colocaliza moteado separado 
208    colocaliza moteado separado 
209 dudoso  separado colocaliza moteado dudoso 
213 colocaliza moteado separado colocaliza moteado separado 
214 colocaliza colocaliza colocaliza colocaliza colocaliza colocaliza 
  
Tabla	  4:	  	  
Hallazgos	  de	  la	  microscopía	  confocal	  en	  la	  serie	  de	  penfigoide	  ampolloso	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4.3.Estudio de una serie de dermatosis ampollosa IgA lineal 
De los 7 casos de dermatosis ampollosa IgA lineal (DAIL) se pudo 
realizar microscopia confocal en 5 de ellos. En 2 de los casos 
analizados (uno de ellos, el caso piloto), se situaron los depósitos 
en la parte alta de la lámina lúcida. En tres de los casos, los 
depósitos colocalizaron con el colágeno IV de la lámina densa. Esto 
confirmó de la DAIL es una enfermedad inmunológicamente 
heterogénea en la que se han descrito antígenos relacionados con 
proteínas localizadas en niveles más superficiales y más profundos. 
En la figura 36 se muestra un caso de DAIL con colocalización en las 
capas profundas. 
 
Caso Integrina Laminina Colágeno 
157 Colocalización 
parcial 
Colocalización 
parcial 
Separación 
169 Colocalización 
parcial 
Colocalización 
parcial 
Separación 
177 Separación Colocalización 
parcial 
Colocalización 
192 Separación Colocalización 
parcial 
Colocalización 
198 Separación Colocalización 
parcial 
Colocalización 
 
Tabla	  5:	  	  
Hallazgos	  de	  microscopía	  confocal	  en	  la	  serie	  de	  dermatosis	  ampollosa	  IgA	  lineal	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Figura	  38:	  	  
Imagen	  del	  caso	  177	  de	  dermatosis	  ampollosa	  IgA	  lineal	  con	  un	  patrón	  de	  depósito	  
profundo	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4.4.Otras posibilidades de la microscopía confocal 
El software acoplado al microscopio confocal brinda enormes 
posibilidades para el análisis gráfico como se puede observar en las 
figuras 39 a 41.  En casos dudosos el software confecciona 
diferentes tipos de gráficos que contribuyen a solucionar casos 
problema. Finalmente, hay que destacar las espectaculares 
imágenes obtenidas con determinados cortes, que contribuyen a 
nuestro conocimiento de las estructuras subcelulares como se 
puede observar en la figura 42.  
 
Figura	  39:	  	  
Análisis	   gráfico	   mediante	   el	   software	   del	   microscopio	   confocal.	   En	   el	   penfigoide	  
ampolloso	  se	  ve	  una	  coincidencia	  del	  pico	  de	  los	  depósitos	  de	  β4-­‐integrina	  y	  C3.	  En	  
cambio,	  se	  ven	  dos	  picos	  separados	  que	  corresponden	  a	  los	  depósitos	  de	  colágeno	  IV	  
y	  C3	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Figura	  40:	  	  
Gráficos	  de	  puntos	  elaborados	  por	  el	  software	  del	  microscopio	  confocal.	  En	  el	  caso	  
superior,	  colágeno	  IV	  no	  colocaliza	  con	  C3,	  por	  lo	  que	  hay	  una	  ausencia	  de	  puntos	  en	  
la	  esquina	   superior	  derecha	  del	  gráfico	  de	  puntos.	  En	  el	   caso	   inferior,	  β4-­‐integrina	  
colocaliza	  con	  C3,	  por	  lo	  que	  la	  distribución	  de	  los	  puntos	  sigue	  una	  recta	  y	  hay	  una	  
densidad	  alta	  de	  puntos	  en	  la	  esquina	  superior	  derecha	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Figura	  41:	  	  
Procesamiento	   de	   imagen	   denominado	   Masked	   Overlay	   por	   el	   cual	   el	   software	  
marca	   con	  un	   color	   diferente	   todas	   las	   áreas	   de	   colocalización.	   En	   estos	   casos,	   en	  
lugar	  de	  observarse	  una	  banda	  amarilla	  de	  colocalización	  de	  β4-­‐integrina	  con	  IgG	  se	  
ha	  elaborado	  una	  imagen	  con	  una	  banda	  brillante	  blanco-­‐azulada	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Figura	  42:	  	  
Imágenes	  de	  gran	  definición	  de	  la	  membrana	  basal	  obtenidas	  mediante	  CLSM	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5. DISCUSIÓN 
Antecedentes 
Nuestro trabajo pretendía aplicar la microscopía confocal  al 
diagnóstico rutinario de  enfermedades ampollosas subepidérmicas 
autoinmunes (EASA), el grupo más frecuente en nuestro medio y  
de mayor complejidad diagnóstica..  
Previamente al desarrollo del trabajo, el  diagnóstico de EASA se 
realizaba mediante las técnicas de IFD, IFD en piel separada 
(Anatomía Patológica) e IFI (Inmunología).  En este proyecto 
pretendíamos evaluar las posibilidades reales de la aplicación de 
microscopía confocal al diagnóstico rutinario de las EASA. 
Diagrama de flujo del estudio 
Durante un período de 3 años, se recogieron biopsias de 44 
pacientes con sospecha de enfermedad ampollosa subepidérmica 
autoinmune (EASA). Consideramos que el tamaño de la muestra 
fue acorde a la incidencia de estas enfermedades y que la muestra 
obtenida fue representativa 
En todos los pacientes se realizó una exploración general, una 
exploración cutánea, un estudio histopatológico convencional, un 
estudio de inmunofluorescencia convencional, un estudio de 
inmunofluorescencia en piel separada y un estudio inmunológico del 
suero. Aunque pudiera parecer que una cuarta biopsia cutánea es 
una sobrecarga para un paciente que ya está siendo sometido a tres 
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biopsias, en la realidad se trata de biopsias muy pequeñas que se 
toman juntas, por lo que apenas aumenta el tamaño del defecto o 
el número de puntos de sutura por realizar una biopsia más.  
De los 44 pacientes, en 36 se confimó la presencia de una 
enfermedad ampollosa autoinmune y en 8 se descartó enfermedad 
ampollosa autoinmune. En este grupo de 8 enfermos con trastornos  
no autoinmunes se diagnosticó a 5 pacientes de eccema y al resto 
de porfiria cutánea tarda, foliculitis y prúrigo. Esto entra dentro de 
lo esperable, ya que múltiples enfermedades cutáneas pueden 
cursar con lesiones vesiculoampollosas y por tanto simular una 
enfermedad ampollosa autoinmune. Tampoco sorprende que se 
puedan confundir clínicamente una enfermedad ampollosa 
subepidérmica y otra intraepidérmica.  
Finalmente, los 34 pacientes con enfermedades ampollosas 
subepidérmicas autoinmunes (EASA) fueron diagnosticados en 25 
casos de penfigoide ampolloso, en 7 casos de dermatosis ampollosa 
IgA lineal (DAIL), en 1 caso de lupus eritematoso ampolloso y en 
otro caso de epidermólisis ampollosa adquirida. La distribución de 
las diferentes EASA en nuestra serie refleja bien la incidencia 
esperable de estas enfermedades. En nuestro medio la más 
frecuente es con gran diferencia el penfigoide ampolloso, seguido 
de la DAIL.  
Estudio piloto 
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Se encontró que cada una de las enfermedades analizadas tenía un 
patrón totalmente característico en la microscopía confocal. Se 
encontraros hallazgos específicos en cada una de las distintas 
enfermedades analizadas (PA, DAIL, LEA y EAA) 
Como conclusión del estudio piloto, se confirmó la primera  
hipótesis de nuestro estudio: la técnica FOAM (fluorescent overlay 
antigen mapping) realizada mediante microscopía confocal es 
sensible para detectar los depósitos autoinmunes en las 
enfermedades ampollosas subepidérmicas autoinmunes.  
Estudio de la serie de penfigoide ampolloso 
Como continuación del estudio, se procedió a estudiar en 
condiciones de práctica clínica habitual dos muestras de pacientes 
de penfigoide ampolloso y dermatosis ampollosa IgA lineal.  
En la serie de penfigoide ampolloso, compuesta por 25 pacientes, la 
inmunofluorescencia directa fue positiva para C3 en 23 de 25 casos 
(92%). Fue positiva para IgG en  17 de 25 casos (68%). 
Lógicamente, al tratarse de penfigoide ampolloso, la IFD IgA fue 
negativa en todos los casos.   La técnica de inmunofluorescencia 
directa en piel separada solo obtuvo resultados diagnósticos en 13 
de 25 casos (52%). El mayor porcentaje de positividad de C3 que 
de IgG es un dato frecuentemente reportado en la literatura.  
 La microscopía confocal se pudo realizar en 22 de los 25 pacientes 
y consiguió el doble objetivo de detectar los depósitos autoinmunes 
y localizar su nivel en la membrana basal en el 100% de los casos. 
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Por tanto, la microscopía confocal tiene una sensibilidad superior a 
la combinación de IFD convencional e IFD en piel separada con 
ClNa.  
En microscopía confocal se observaron resultados muy consistentes 
y reproducibles en las tinciones con β4-integrina y colágeno. La 
tinción para laminina tuvo más dificultades de interpretación y no 
parece tan rentable para un análisis inicial.  
Se pudo comprobar que los patrones de colocalización con C3 y con 
IgG eran idénticos, por lo que realizar solo una de las dos tinciones 
ahorraría tiempo y reactivos.  
En la serie de penfigoide ampolloso destacaron dos casos con 
depósitos en la parte profunda de la lámina lúcida, como ya se ha 
discutido, se tratarían probablemente de penfigoides anti-p200.  
Estudio de la serie de IgA lineal 
De los 7 casos de dermatosis ampollosa IgA lineal (DAIL) se pudo 
realizar microscopia confocal en 5 de ellos. En 2 de los casos 
analizados (uno de ellos, el caso piloto), se situaron los depósitos 
en la parte alta de la lámina lúcida. En tres de los casos, los 
depósitos colocalizaron con el colágeno IV de la lámina densa. Esto 
confirmó de la DAIL es una enfermedad inmunológicamente 
heterogénea en la que se han descrito antígenos relacionados con 
proteínas localizadas en niveles más superficiales y más profundos. 
Dado que la DAIL tiene una clínica típica y que la banda de IgA se 
diagnostica con una simple inmunofluorescencia directa, 
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consideramos que la microscopía confocal no jugaría un papel 
importante en el diagnóstico clínico de esta enfermedad.  
Otras posibilidades de la microscopía confocal 
Ha sido de gran interés explorar las posibilidades del software tanto 
desde el punto de vista gráfico como cuantitativo.  
Unidad de Microscopía Confocal hospitalaria 
Se confirmó la hipótesis de que una Unidad de Confocal 
hospitalaria tiene capacidad y flexibilidad suficientes para 
compaginar la función investigadora con la asistencial, bien 
rutinaria, bien en casos específicos en los que el diagnóstico 
convencional sea complejo, ya que durante 3 años consecutivos la 
Unidad ha estado al servicio de las necesidades diagnósticas de la 
Unidad de Enfermedades Ampollosas.  
Aportaciones  del trabajo 
Nuestro trabajo refuerza el valor diagnóstico de la 
inmunofluorescencia directa, que nunca debe dejar de realizarse en 
las enfermedades ampollosas autoinmunes. Sárdy et al 
demostraron125 que las técnicas de inmunofluorescencia directa son 
más sensibles que el ELISA. Otro grupo demostró que ante una 
recidiva en un penfigoide ampolloso, la inmunofluorescencia directa 
también tiene un mayor porcentaje de positividad126.  
Con respecto a las diferencias que aporta la inmunofluorescencia 
directa realizada en el microscopio confocal (FOAM) con respecto a 
la convencional, hay ventajas y desventajas. Las técnicas de 
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diagnóstico basadas en inmunofluorescencia convencional dependen 
de la experiencia y entrenamiento del observador a la hora de 
interpretar la distribución de los depósitos autoinmunes. Por el 
contrario, el FOAM consiste básicamente en un análisis de 
colocalización entre los depósitos autoinmunes y los antígenos diana 
de la unión dermoepidérmica específicos para cada subtipo de 
EASA. Este análisis solo  se puede realizar mediante un microscopio 
confocal, ya que es el único tipo dispositivo que genera imágenes 
sin solapamiento y susceptibles de análisis informático de 
colocalización, eliminando los elementos subjetivos del diagnóstico. 
El diagnóstico mediante microscopía confocal ofrece mayor 
sensibilidad y especificidad al ser un método objetivo y cuantitativo, 
sustituye la valoración cualitativa dependiente de la experiencia del 
facultativo; ofrece mayor rapidez, sencillez y menor coste al 
sustituir técnicas complejas alternativas, así como información 
adicional de utilidad imposible de conseguir con los modelos 
convencionales de microscopios de fluorescencia. 
• Ventajas 
– Mayor capacidad diagnóstica que la 
inmunofluorescencia directa aislada 
– Igual o mayor capacidad diagnóstica que la 
inmunofluorescencia directa de piel 
separada 
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– No se precisa transportar la biopsia en 
medio especial 
• Inconvenientes 
– Doble marcaje mayor complejidad 
– Adquisición de imagen por técnico 
especializado en microscopía confocal 
En los últimos años han surgido aparatos para la práctica de 
microscopía confocal in vivo. Se ha publicado un artículo que aplica 
este dispositivo al diagnóstico del penfigoide ampolloso127, sin 
embargo, a día de hoy, la microscopía confocal ex vivo sigue 
aportando más información.  
Limitaciones del estudio 
Se han desvelado datos muy importantes sobre la patogenia y 
epidemiología del penfigoide ampolloso (PA) en los últimos años128-
131. Por el diseño del estudio, no se realizó el estudio de correlación 
clínico-inmunológica que podría haber ayudado a la comprensión de 
casos clínicamente atípicos132. Tampoco se registraron los casos 
asociados a neoplasias133 ni a enfermedades neurológicas 
degenerativas133-135. 
Nuestro estudio se centró en el estudio de los depósitos de IgG136-
139 y complemento140, de cuya participación patogénica en el PA  no 
cabe duda. Se ha demostrado que la simple unión de IgG anti-
BP180 a su diana induce la internalización de esta proteína136 y la 
aparición de ampollas136. Incluso se ha demostrado eficacia de una 
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terapia biológica basada en anticuerpos contra la inmunoglobulina 
patógena138. 
Sin embargo, el paradigma actual del penfigoide ampolloso ha 
devuelto al papel protagonista a la IgE, una vieja conocida. Ya en 
1974, Provost y colaboradores141 demostraron el depósito lineal de 
IgE en la membrana basal en el PA. En los últimos años, el papel 
central de la IgE ha sido objeto de excelentes revisiones141-143 que 
han dado lugar a nuevas conjeturas144-147. Actualmente está en 
estudio la sensibilidad del ELISA frente a IgE148-149 y la interacción 
de esta IgE con los mastocitos150-151 y eosinófilos152-154. Desde el 
punto de vista terapéutico, este papel central de la IgE ha motivado 
ensayos terapéuticos con el fármaco biológico omalizumab, que 
bloquea la IgE, con resultados prometedores155-157.  
Con respecto a la inmunidad celular, también hay un lugar  
destacado de las células T158-159. Las interleuquinas IL-21160 e IL-
17161-163 podrían jugar un papel importante.  También se ha 
descubierto la interacción de los macrófagos M2 con las vías Th2164 
y posteriormente con la producción de IgE. 
Por último, la elastasa de los neutrófilos165 es responsable de la 
degradación de la matriz extracelular.  
En conclusión,  nuestro estudio se ha centrado en el diagnóstico, 
pero sin duda el microscopio confocal podría tratarse de una 
herramienta extraordinariamente útil para el estudio de la compleja 
patogenia de esta enfermedad.  
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